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@ Osteoprotegerin 

@ Die voriiegende Erfindung offenbart ein neues sezernier- 
tes Polypeptid mrt der Bezeichnung Osteoprotegerin, wel- 
ches ein Vertreter der Superfamilie der Tumornekrosefaktor- 
Rezeptoren ist und bei der Regulation des Knochenstoff- 
wechsels beteiligt ist. GleichermaSen offenbart werden 
Nukleinsauren, die fur Osteoprotegerin kodieren. Polypepti- 
de, rekombinante Vektoren und Wirtszellen fur die Expres- 
sion, Antikdrper, die OPG binden, sowie pharmazeutische 
Zusammensetzungen. Die Polypeptide werden zur Behand- 
lung von Knochenstorungen verwendet, die durch erhohte 
Resorption gekennzerchnet sind, wie Osteoporose. 
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Beschreibung 
Gebiet der Erfindung 

5 

Die vorliegende Erfindung betrifft im allgemeinen Polypeptide, die an der Steuenmg des Knochenstoffwech- 
sels beteiligt sind. Insbesondere betrifft die Erfindung ein neues Polypeptid mit der Bezeichmmg Osteoprotege- 
rin, welches ein Vertreter der Superfamilie der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren ist Das Polypeptid wird zur 
Behandhing von Knochenerkrankungen wie Osteoporose verwendet, die durch erhdhten KLnochenschwund 
to gekennzeichnetsind. 

Hintergrund der Erfindung 

Wachstumsf aktoren und Zytokine in Form von Polypeptiden sind sezernierte Faktoren, die vielf aitige Veran- 

15 derungen im Zusammenhang mit dem Zellwachstum, der Differenzierung und dem Stoffwechsel signalisieren, 
indem sie in spezifischer Weise an diskrete, oberflachengebundene Rezeptoren binden. Als eine Klasse von 
Proteinen variieren die Rezeptoren in ihrer Struktur sowie in der Art und Weise der Signahlbertragung. Sie sind 
gekennzeichnet durch eine extrazellulare Domane, die an der Ligandenbindung beteiligt ist, und eine zytoplas- 
matische Domane, die ein geeignetes intrazeilulares Signal ubertragt Die Rezeptor- Exp ressionsmuster legen 

20 ultimativ fest, welche Zellen auf einen gegebenen Liganden ansprechen werden, wahrend die Struktur eines 
gegebenen Rezeptors die durch die Ligandenbindung induzierte zelhilare Antwort festlegt Es ist gezeigt 
worden, daB Rezeptoren intrazellulare Signale fiber ihre zytoplasmatischen Domanen ubertragen durch Akti- 
vierung der Phosphorylierung der Proteinkomponenten Tyrosin oder Serin/Threonm (z. B. platelet-derived 
growth factor receptor (PDGFR) oder transfonning growth factor-p receptor-I (TGFPR-I), durch StimuBerung 

25 der G-Protein-AJctivierung (z. B. P-Adrenozeptor), und durch modulierende Assoziationen mit zytoplasmati- 
schen, signalubertragenden Proteinen (z, B. TNFR-1 und Fas/APO)(Heidin, Cell 80, 213—223 (1995))> 

Die Tumoraekrosefaktor-Rezeptox (TNFR)-Superfamilie ist eine Gruppe von Typ I-Transmembranprotei- 
nen, die gemeinsam fiber ein konserviertes, Cystetn-reiches Mouv verfugen, welches in der extrazellularen 
Domane 3 bis 6mal wiederhoit wird (Smith et ai, Cell 76, 953—962 (1994)). Zusammen bilden diese Wiederho- 

30 lungseinheiten die Ligandenbindungsdomanen dieser Rezeptoren (Chen et aL, Chemistry 270, 2874—2878 
(1995)). Die Liganden fur diese Rezeptoren gehdren zu einer strukturell verwandten Gruppe von Proteinen, die 
Hornologie zu TNFct aufweisen (Goeddel et aL, Cold Spring Harbor Symp. Quart BioL 51, 597—609 (1986); 
Nagata et aL, Science 267, 1449—1456 (1995)). TNFct bindet an die verschiedenen, aber nahe verwandten 
Rezeptoren TNFR-1 und TNFR-2. TNFa lost in Rezeptor tragenden Zellen eine Vieizahl von btologischen 

35 Antworten aus, einschlieBlich Proliferation, Differenzierung sowie Zytotoxizittt und Apoptose (Beutler et aL, 
Ann. Rev. Biochem. 57, 505— 518 (1988)). 

Es wird davon ausgegangen, daB TNFa akute und chronische entzundliche Reaktionen vermittelt (Beutler et 
aL, Ann. Rev. Biochem 57, 505—508 (1988)). Ein systemischer AusstoB von TNFa induziert einen toxischen 
Schock und eine ausgedehnte Gewebenekrose. Aus diesem Grand kann TNFa fur die schwere Morbiditat und 

40 Mortalitat verantwortlich sein, die mit einer Vieizahl von infektidsen Erkrankungen einschlieBlich Sepsis assozi- 
iert sind. Mutationen in FasL, dem Liganden fur den TNFR-verwandten Rezeptor Fas/APO (Suda et aL, Cell 75, 
1169—1178 (1993)X ist mit der Autoimmunhat assoziiert (Usher et aL, Cell 81, 935—946 (1995)), wahrend eine 
Oberproduktton von FasL an der durch Drogen induzierten Hepatitis beteiligt sein kann. DemgemaB werden die 
schwerwiegenden Effekte vieler Erkrankungszustdnde haufig durch Liganden hlr die vielfaltigen TNFR-ver- 

45 wandten Proteine vermittelt, wodurch nahegelegt wird, daB MhteL welche <fie Aktivitat dieser liganden neutra- 
lisieren, eine therapeutische Bedeutung aufweisen wurden. Losliche TNFR- 1 -Rezeptoren sowie Antik5rper,die 
TNFa binden, sind auf ihre Fahigkeit zur Neutralisierung von systemischem TNFa untersucht worden (Loet- 
scher et aL, Cancer Cells 3 (6), 21 —226 (1991)). Eine natuiiich auftretende Form einer mRNA fQr den sezernierten 
TNFR-1 wurde kurzlich kloniert, und ihr Produkt wurde auf seine Fahigkeit zur Neutralisierung der TNFa- Akti- 

so vitat in vitro und in vivo untersucht (Kohno et aL, PNAS USA 87, 8331—8335 (1990)). Die Fahigkeit dieses 
Proteins zur Neutralisierung von TNFa weist darauf hin, daB losliche TNF-Rezeptoren die Bindung und 
Clearance von TNF bewirken, wodurch (fie zytotoxischen Effekte auf TNFR aufweisende Zellen blockiert 
werden. 

Ein Ziel der Erfindung liegt in der Identifizierung neuer Vertreter der TNFR-Superfamilie, Es wird davon 
55 ausgegangen, daB neue Famiiienmitglieder Transmembranproteine oder ldsliche Fonnen derselben sein kdnnen, 
die extrazeflulire Domanen umfassen, denen jedoch zytoplasmatische und Transmembrandomanen fehlea Wir 
haben einen neuen Vertreter der TNFR-Superfamflie identifiziert, welcher fur ein sezerniertes Protein kodiert, 
das dem TNFR-2 nahe verwandt ist In Analogie zum ldslichen TNFR-1 kann das mit TNFR-2 verwandte 
Protein die Aktivitat seines Liganden in negatives Weise regulieren und demgemtB bei der Be h a ndlun g yon 
60 bestdmmten menschlichen Erkrankungen nutzlich sein. 

Zusammenf assung der Erfindung 

Ein neuer Vertreter der Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR)-Superfamilie ist unter Verwendung einer 
^ intestinalen cDNA-Bibliothek einer fetalen Ratte identifiziert worden. Es wurde in cDNA-Klon vollstandiger 
Lange erhalten und sequenziert Die Expression der Ratten-cDNA in einer transgenen Maus fQhzte zu einem 
deutlichen Anstieg der Knochendichte, insbesondere in Rohrenknochen, Beckenknochen und Wirbela Das v n 
der cDNA kodiert Polypepdd wird mit Osteoproteg rin (OPG) bezekhnet und spi h eine Rolle bei der 
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Fdrderung der Knochenakkumulation. 

Durch die vorliegende Erfindung werden Nukleinsauren bereitgestellt, die fur ein Polypeptid kodieren, 
welches mindestens eine der biologischen Aktivitaten von OPG aufweist. Ferner werden Nukleinsauren bereit- 
gestellt, die rait Nukleinsauren hyforidisieren, welche fur das OPG der Maus, der Ratte oder des Menschen 
gemaB Darstellung in den Fig. 2B-2C (SEQ ID NO: 120); 9A-9B (SEQ ID NO: 122) und 9C-9D (SEQ ID NO: 5 
124) kodieren. Vorzugsweise ist das OPG Sauger-OPG und am meisten bevorzugt humanes OPG. Ferner 
werden rekombinante Vektoren und WirtszeBen, die OPG exprimieren, wie auch Verfahren zur Herstellung von 
rekombinantem OPG umfafit GleichermaBen werden Antikorper oder Fragmente derselben offenbart, die in 
spezifischer Weise an das Polypeptid binden, 

Durch die Erfindung werden auch Verfahren zur Behandlung von Knochenerkrankungen bereitgestellt Die to 
Polypeptide sind geeignet zur Prevention einer Knochenresorption und konnen zur Behandlung irgendeines 
Zustandes eingesetzt werden, der zum Knochenschwund fuhrt, wie Osteoporose, Hvperkalzamie, Paget- Krank- 
heit, und Knochenschwund aufgrund einer rheumatoiden Arthritis oder Osteomyelitis, und dergleichen. Kno- 
chenerkrankungen konnen unter Verwendung der erfmdungsgemaBen Nukleinsauren auch mittels Antisense- 
oder Gentherapie behandelt werden. SchlieBlich werden auch pharmazeutische Zusammensetzungen bereitge- 15 
stellt, die OPG-Nukleinsauren und -Polypeptide umfassen. 

Beschreibung der Zeichnungen 

Fig. 1 A. FASTA-Analyse des neuen EST LORF. Gezeigt ist das Alignment der abgeletteten Aminosaurese- 20 
quenz von FRI-1 gegenuber der humanen Sequenz von TNFR-2. B. Profilanalyse des neuen EST LORF. Gezeigt 
ist das Alignment der abgeleiteten Aminosauresequenz von FRI-1 gegenuber dem TNFR-ProfiL c. Strukturan- 
sicht der TNFR-Superfamilie, in der die Region mit Homologie zum neuen FR-1 angegeben ist 

Fig. 2 Struktur und Sequenz voflstandiger Lange des OPG-Gens der Ratte, einem neuen Vertreter der 
TNFR-Superfamilie. A. Karte des pMOB-Bl.l -Inserts. Der Kasten zeigt die Position des LORF innerhalb der 25 
cDNA-Sequenz (fette Linie). Das schwarze Kastchen zeigt das Signalpepud, und graue EKipsen geben die \ 
Position Cystein-reicher Wiederholungssequenzen an. B, C Nukleins&ure- und Proteins equenz der OPG-cDN A 
der Ratte. Das vorhergesagte Signalpeptid ist unterstrichen, und potentiefle Stellen einer N-verknQpften Glyko- 
sylierung sind durch fette, unterstrichene Buchstaben gekennzeichnet D, E. Verdichteter Sequenzvergleich _ 
(Wisconsin GCG Package, Version 8.1) von OPG mit anderen Vertretern der TNFR-Superfamilie, fas (SEQ ID J30 
NO 128); tnfrl (SEQ ID NO: 129); sfa-t2 (SEQ ID NO: 130); tnfr2 (SEQ ID NO: 131); cd40 (SEQ ID NO: 132); 
osteo(SEQ ID NO: 133);ngfr(SEQ ID NO: 134);ox40(SEQ ID NO: 135);41bb(SEQ ID NO: 136). 

Fig. 3 PepPlot- Analyse (Wiscons in GCG Package, Version 8.1) der vorhergesagten OPG-Proteinsequenz der 
Ratte. A. Schematische Darstellung von Ratten-OPG, in der hydrophobe (oben) und hydrophile (unten) Amino- " 
sauren angegeben sind Ebenfalls gezeigt and basische (oben) und saure (unten) Aminos auren. B. Darstellung 35 
von Aminosaureresten, die gemaB Definition von Chou und Fasman (Adv. Enz. 47, 45— 147 (1948)) p-Faltblatt- . 
bildend (oben) und P-Faltblatt-brechend (unten) sind. C Darstellung der AusmaBe der Neigung zur Ausbildung 
einer a- Helix- und P-Faltblatt-Struktur (Chou und Fasman, ibid.). Die Kurven uber IjOO zeigen die Neigung zur 
Ausbildung einer a-Helbc- oder ^-Faltblatt-Struktur. Die Struktur kann in Regionen des Proteins terminieren, in 
denen die Kurve unterhalb von 1.00 abfallt. D. Darstellung von Resten, die a-bildend (oben) oder a-brechend 40 
(unten) sind. E. Darstellung von Bereichen der Proteinsequenz, die Sequenzen ahneln, welche typischerweise am 
Aminoende von a- und P-Strukturen gefunden werden (Chou und Fasman, ibid). F. Darstellung von Bereichen 
der Proteinsequenz, die Sequenzen ahneln, welche typischerweise am Carboxylende von a- und P-Strukturen 
gefunden werden (Chou und Fasman, ibid). G. Darstellung von Bereichen der Proteinsequenz, die typischerwei- 
se in Windungen gefunden werden (Chou und Fasman, ibid). H. Darstellung des helikalen hydrophoben Mo- 45 
raents (Eisenberg et aL, Proa NatL Acad ScL USA 81, 140—144 (1984)) an jeder Position in der Sequenz. L 
Darstellung der mitderen Hydropathie nach Kyte und Doolittle (J. MoL BioL 157, 105— 132 (1982)) and Goldman 
et ai (Oberblick in Ann. Rev. Biophys. Biophys. Chem. 15, 321-353 (1986)). 

Fig. 4 mRNA-Expressionsmuster fur die OPG-cDNA in humanen Geweben, Northern Blots wurden mit 
einem mit **P markierten Insert der Ratten-cDNA (A, beide Abbildungen links) oder mit dem Insert aus so 
humaner cDNA (B, rechte Abbildung) sondiert 

Fig. 5 Schaffung von transgenen Mausen, die die OPG-cDNA in Hepatozyten exprimieren. Northern Blot-Ex- 
pression des HE-OPG-Transgens in Mauseleber. 

Fig. 6 Erhohung der Knochendichte in OPG- transgenen Mausen. Abbildungen A-F. KontroUmause. G-J, OPG 
exprimierende Manse. Bei der Nekropsie wurden von samtlichen Tieren Rontgenaufnahmen und Photographien ss 
hergestellt In A-F sind die Rontgenaufnahmen der Kontroiltiere und des einen transgenen Nicht-Expressors 
(#28) dargestellt. Beachte, dafi die Knochen einen klar definierten Kortex und eine aufgehellte, zentrale 
Knochenmarkhdhle aufweisen. Im Gegensatz dazu weisen die OPG (G-J>Tiere einen schwach definierten 
Kortex und eine erhohte Dichte in der Markzone auf. 

Fig. 7 Zunahme der Substantia spongiosa bei OPG-transgenen Mausen. A-D. Reprasentative Mikrophotogra- 60 
phien von Knochen der Kontroiltiere. In A und B sind schwach (4x, 10 x) vergroBerte Abbildungen der 
Oberschenkel dargestellt (Mass n Trichrome-Farbemittel). Die Farbungen fur Tartrat-resistente saure 
Phosphatase (TRAP) zeigen Osteoklasten (sieh PfeileX die sowohl Knorpel (Q als auch Substantia spongiosa 
(D) resorbieren. Beachte das abgeflachte Erscheinungsbfld der Osteoklasten auf der Substantia spongiosa. E-H. 
Reprasentative Mikroph tographien von Knochen der OPG exprimierenden Here. In E und F sind schwach 65 
(4x, 10 x) vergroBerte Abbildungen der Oberschenkel dargestellt (Masson Trichrome-Farbungsmittel). Die 
klare Region ist die KnorpeJwachstumszone, der blau gefSrbte Bereich ist Knochen, und der rote Bereich ist 
Knochenmark. Beachte* daB die Substantia spongiosa im Gegensatz zu den Kontrollen nicht resorbiert worden 
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ist was dazu fuhrt daB die gewdhniiche Markhdhle fehlt Ferner weisen die resultierenden Trabekcl ein 
geschecktes Erscheinungsbild mit blauen und klaren Bereicfaen auf. Die klaren Bereiche sind Oberreste der 
Knorpelwachstumszone, di niemals umgef rmt worden sind Anhand von TRAP-Farbungen zeigen diese Here 
Osteoklasten (siehe Pfeiie) an der Wachstumszone (G), die in ihrer Anzahl reduziert sein k~nnen. Die von der 
5 Wachstumszone abgewandten Oberffcchen der Trabekel sind jedoch praktiscb frei von Osteoklast n (H); dies ist 
ein Bef und, der zu den Kontrolltieren in direktem Widerspruch steht (siehe D). 

Fig. 8 HE-OPG-Expressoren weisen keinen Defekt in der Monozyten-Makrophagen-Entwicklung auf. Erne 
Ursache fur die Osteopetrose bei Mausen ist die aufgrund einer Punktmutation in dem Gen M-CSF defektive 
Produktion von M-CSF. Dies fuhrt zu einem deutlichen Mangel an zirkulierenden und gewebetypischen Makro- 

io phagen. Das periphere Blut von OPG-Expressoren enthielt Monozyten, wie durch HIE- Analyse ermittelt wurde. 
Urn das Vorhandensein von gewebetypischen Makrophagen zu bestatigen, erfolgte eine Immunhistochemie 
unter Verwendung von F480-Antik6rpern, die ein Zelloberflachenantigen auf murinen Makrophagen erkennen. 
A und C zeigen schwach (4 x ) vergrdBerte Mikrophotographien der Miizorgane von nonnalen und CRl-Ober- 
expressoren. Beachte, daB beide Here zahlreiche F480-positive ZeDen aufweisen. Die Monozyten-Makrophagen 

15 waren im Knochenmark von nonnalen (B) und HE-OPG-Oberexpressoren (D) ebenf alls vorhanden (40 x ). 

Fig. 9 Struktur und Sequenz von murinen und humanen OPG-cDNA-Klonen. A, B. cDNA- und Proteinse- 
quenz der Maus. C D. cDNA- und Proteinsequenz des Menschen. Die vorhergesagten Signalpeptide sind 
unterstrichen, und potentielle Steilen einer N-verknupften Glykosylierung sind fett gekennzeichnet E, R Se- 
quenz- Alignment und Yergleich der OPG- Aminosauresequenzen von Ratte, Maus und Mensch. 

20 Fig. 10 Vergleich der konservierten Sequenzen in der extrazellularen Domane von TNFR-1 und humanem 
OPG. Pretty Plot (Wisconsin GCGPackage, Version 8.1)- Analyse des in Beispiel 6 beschriebenen TNFR1- und 
OPG- Alignments. In der oberen Zeile sind die fur die Domanen 1 —4 kodierenden humanen TNFR1 -Sequenzen 
angegeben. In der unteren Zeile sind die fur die Domanen 1 —4 kodierenden humanen OPG-Sequenzen angege- 
ben. Die konservierten Reste sind durch K&stchen hervorgehoben. 

25 Fig. 11 Dreidimensionale Darstellung von humanem OPG. Seitenansicht der Molescript-Darstellung der 
vorhergesagten dretdimensionalen Struktur der humanen OPG-Reste 25 bis 163 (breite Iinie), kokristalUsiert 
mit humanem TNFP (diinne Linie), Als Bezugspunkt fur die Orientierung weisen die fett gedruckten Pfeiie 
entlang des OPG-Polypeptidrfickgrats von der N-terminaien zur C-terminalen Richtung. Die Position individu- 
eller Cystein-Seitenketten sind endang des Polypeptidruckgrats insertiert, urn das Aufzeigen der getrennten 

30 Cystein-reichen Domanen zu unterstfctzen. Das TNFp-Molekul ist ausgerichtet wie beschrieben von Banner et 
a! (1993). 

Fig. 12 Struktur der Cystein-reichen OPG-Domanen. Alignment der humanen (obere Zeile, SEQ ID NO: 136) 
und murinen (untere Zeile) OPG- Aminosauresequenzen, wodurch die vorhergesagte Domanenstruktur von 
OPG hervorgehoben wird Das Potypeptid ist in zwei Halften unterteik, den N-Terminus (A) und den C-Termi- 

35 nus (B). Die N-terminale Hilfte enthalt nach Vorhersage vier Cystein-reiche Domanen (bezeichnet mit 1 —4). 
Die vorhergesagten, innerhalb der Ketten befindlichen Disulfidbindungen sind mittels fett gedruckter Iinien 
angegeben und mit "SSI* "SS2" oder "SS3" bezeichnet. VorhersagegemaB bilden das Tyrosin 28 und das Histidin 
75 (unterstrichen) eine ionische Wechselwirkung aus. Diejenigen Aminosauren, von denen vorhergesagt wird, 
daB sie mit einem OPG-Liganden interagieren, sind durch fett gedruckte Punkte oberhalb des betreffenden 

40 Rests gekennzeichnet Die in der C-terminalen Halfte von OPG lokalisierten Cysteinreste sind durch Kastchen 
gekennzeichnet 

Fig; 13 Expression und Sekretion von Maus-OPG-Fc-Fusk>nsproteinen in vollstindiger Lange und in verkurz- 
ter Form. A. Karte, in der die Punkte der Fusion mit der humanen IgGl Fc-DomSne durch Pfeflkopfe angegeben 
sind. B. Silberftrbung eines SDS-Polyacrylamidgels von kondiuoniertem Medium, erhahen von Fife (OPG 

45 voUstindiger Lange, fusioniert mit Fc am Leudn 401)- und CTPc (carboxyterminal verkfirztes OPG, fustoniert 
mit Fc am Threonin 180)-Fusionsprotein-£xpressionsvektoren. Spur 1, Mutter-Expressionsvektor-Zellinie 
pCEP4; Spur % FlPc-Vektor-Zeilinie; Spur 3, CTFc-Vdctor-Zellinie. C Western Blot von konditioniertem 
Medium, erhalten von Fife- und CTJc-Fusionsprotein-Expressionsvektoren, sondiert mit Antikorpern gegen 
die humane IgGl Fc-Domane (Pierce). Spur 1, Mutter-Expressionsvektor-Zellinie pCEP4; Spur 2, FUc-Vektor- 

50 Zellinie; Spur 3, CTJFc-Vektor-Zellinie. 

Fig. 14 Expression von humanem OPG in E. colL A. HersteHung eines bakterieHen Expressionsvektors. Der 
LORF des humanen OPG-Gens wurde mittels PGR amplifiziert und anschlieBend mit einem Oligonukleotid- 
Lmkerfragment verknupft (oberer Strang ist SEQ ID NO: 137; unterer Strang ist SEQ ID NO: 127) und mit der 
DNA des Vektors pAMG21 iigiert Der resultierende Vektor ist in der Lage zur Expression der OPG-Reste 

55 32—401, verknupft mit einem N-terminalen Methioninrest B. SDS-PAGE-Analyse von nicht-induzierten und 
induzierten Bakterien, die das Plasmid pAMG21 -human OPG-32-401 enthalten. Spur 1, MW-Standards; Spur 2, 
nicht-induzierte Bakterien; Spur 3, Inkubation bei 30°C; Spur 4, Inkubadon bei 37°C; Spur 5, Lysat vollstandiger 
Zellen aus der Induktion bei 37° C; Spur 6, IdsHche Fraktion des Gesamt-Zellysats; Spur 7, unldsliche Fraktion 
des Gesamt-Zeflysats; Spur 8, gereinigte EinschluBkdrper, erhalten aus dem Gesamt-Zellysat - 

eo Fig, 15 Analyse von in CHO-Zellen produziertem rekombinanten murinen OPG mittels SDS-PAGE und 
Western Blotting. Eine gleiche Menge von CHO-konditi niertem Medium wurde auf jede dargestellt Spur 
aufgetragen und durch Behandlung mit reduzierendem Probenpuffer (Bnke Spur) oder nicht-reduzierendem 
Probenpuffer (rechte Spur) prapariert Nach der Elektrophorese wurden die auf getrennten Proteine auf eine 
Nylonmembran fiberfuhrt und anschlieBend mit Anti-OPG-Antikdrpern sondiert Di relativen Positionen der 

65 monomeren, 55 kD groBen sowie der dimeren, 100 kD groBen F rmen von OPG sind durch Pf eiDcSpf e gekenn- 
zeichnet 

Fig. 16 Analyse von in CHO-Zellen produziertem, rekombinanten murinen OPG durch Pulsmariderung. Die 
CHO-Zellen wurden mit ^S-Methionin/Cystetn pulsmarkiert und anschlieBend fOr die angegebene Zeitdauer 
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einem Chase unterzogen. Metabofisch markierte Kulturen wurden in kondkiooiertes Medium und Zellcn ge- 
trennt, und aus beiden Fraktionen wurden Detergensextrakte hergestellt, gekiart und anschileBend mh Anti- 
OPG-Antikorpem immunprazipitiert Die Immunprazipitate wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt, bevor ein 
Film aufgelegt wurde. Obere linke und rechte AbbUdung; Proben, die unter nicht-reduzierenden Bedingungen 
anaJysiert wurden. Untere linke und rechte Abbildung; Proben, die unter reduzierenden Bedingungen analysiert 5 
wurden. Obere und untere linke Abbildung; Zellextrakte. Obere und untere rechte Abbildung; Extrakte kondi- 
tionierter Medien. Die relative Mobilitat der 55 kD grofien monomeren und der 100 kD groBen dimeren Formen 
von OPG sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet 

Fig. 17 Expression von OPG in der Zellinie CTLL-2. Serumfreies, kondiuoniertes Medium von CTLL-2-Zellen 
und mit mu OPG [1 -40 1] transfizieiten CHO-Zellen wurde hergestellt, konzentriert und anschlieBend durch eine 10 
nicht-reduzierende SDS-PAGE und Western Blotting analysiert. Linke Spur; kondiuoniertes Medium von 
CTLL-2. Rechte Spur; konditioniertes Medium von CHO-muOPG. Die relative Mobilitat der 55 kD groBen 
monomeren und der 100 kD groBen dimeren Formen von OPG sind durch Pfeilspitzen gekennzeichnet 

Fig. 18 Nachweis der OPG- Expression in Serumproben und Leberextrakten, die von Kontroll- und OPG- 
transgenen Mausen erhalten wurden. Die transgenen Mause wurden wie in Beispiel 4 beschrieben geschaffen. 15 
Die OPG-Expression wurde nach SDS-PAGE und anschlieBendem Western Blotting unter Verwendung von 
Anti-OPG-Antikorpern sichtbar gemacht 

Fig. 19 Effekte des huOPG [22-401J-Fc-Fusionsproteins auf die Osteoklastenbildung in vitro. Der Assay uber 
die Osteoklastenbildung wurde gemaB Darlegung in Beispiel 1 1 A in Abwesenheit (Kontrolle) oder Anwesenheit 
der angegebenen Mengen des huOPG [22-40 1]-Fc-Fusionsproteins durchgefuhrt Die Osteoklastenbildung wur- 20 
de durch histochemische Farbung fur Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) sichtbar gemacht. A. End- 
konzentration an zugegebenem OPG 100 ng/mL D. Endkonzentration an zugegebenem OPG 0,1 ng/mL E 
Endkonzentration an zugegebenem OPG 0,01 ng/mL F. Endkonzentration an zugegebenem OPG 0,001 ng/mL 
G. Kontrolle. Kein OPG zugegeben. 

Fig. 20 Absenkung der Osteoklastenkultur-TRAP-Akuvitat durch 10 steigende Mengen an OPG. Angegebene 25 
Konzentrationen des huOPG [22-401]-Fc-Fusionsproteins wurden dem Assay uber die Osteoklastenbildung 
zugegeben, und die TRAP- Aktivitit wurde wie in Beispiel 1 1 A beschrieben quantifiziert 

Fig. 21 Effekt von OPG auf eine terminate Phase der Osteokiastendifferenzierung. Die huOPG [22-40 1]-Fc- 
Fusion wurde dem Assay uber die Osteoklastenbildung wahrend der intermediaren Phase der Osteoklastenrei- 
fung (Tage 5—6; OPG-CTL) oder wahrend der tenninalen Phase der Osteoklastenreifung (Tage 7—15; CTL- 30 
OPG) zugegeben. Die TRAP-Akthritat wurde quantifiziert und mit den bei Abwesenheit von OPG (CTL-CTL) ' 
und bei voller Anwesenheh von OPG (OPG-OPG) beobachteten Aktivhlten verglichen. 

Fig. 22 Effekte von IL-lf}» IL-la und OPG auf die Blutwerte an ionisiertem Calcium in Mausen. Die Blutwerte 
fur ionisiertes Calcium wurden aufgezeichnet nach Injektion von IL-lf) allein, IL-la allein, IL-10 phis muOPG 
[22-401]-Fc IL-la plus muOPG [22-401 ]-Fc, und muOPG [22-401>Fc allein. Kontrollmause erhielten lediglich 35 
Injektionen von phosphatgepufferter Saline (PBS). Das Experiment bezQglich IL-ip ist in A dargestellt; das 
Experiment zu IL-la ist in B dargestellt 

Fig. 23 Effekte von OPG auf Calvaria-Osteoklasten in Kontroll- und mit IL-1 behandehen Mausen. Die 
histologischen Verf ahren zur Analyse von Calvaria-Knochenproben von Minsen sind im Beispiel UB beschrie- ' 
ben. Die Pfeile weisen auf Osteoklasten hin» die in am Z Tag behandehen Mausen vorhanden waren. Calvaria- 40 
Proben von Mausen, die vier PBS-Injektionen taglich (AX eine Injektion von IL-1 und 3 Injektionen von PBS 
taglich (BX eine Injektion von PBS und 3 Injektionen von OPG taglich (CX eine Injektion von IL-1 und 3 
Injektionen von OPG taglich erhielten. 

Fig. 24 Rdntgenanafyse der Knochenakkumulation in der Markhdhle von normalen Mausen. Die Mause 
erhielten subkutane Injektionen mh Saline (A) oder muOPG [22-401]-Fc-Fusionsprotein (5 mg/kg/Tg.) fur 14 45 
Tage (BX und die Knochendkhte wurde wie in Beispiel 1 1C beschrieben ermrttelt 

Fig. 25 Histomorphometrische Analyse der Knochenakkumulation in der Markhdhle von normalen Mausen. 
Die Injektionen sowie die Knochenhistologie erfolgten gemaB Darlegung in Beispiel 1 1C 

Fig. 26 Histologische Analyse der Knochenakkumulation in der Markhdhle von normalen Mausen. Die 
Injektionen und die Knochenhistologie erfolgten gemaB Dariegungm Beispiel 11C A mjektion von Saline. B. 50 
Injektion des muOPG [22-401J-Fc-Fusk>nsproteins. 

Fig. 27 Aktivitat von OPG, das an Ovarektomie-Ratten verabreicht wurde. In diesem 2-wdchigen Experiment 
wird der Trend zur venninderten Knochendichte offenbar durch OPG oder andere anti-resorptive Therapien 
blockiert DEXA-Messungen erfolgten zum 2^eitpunkt der Ovarektomie und in den Wochen 1 und 2 der 
Behandlung. Die Ergebnisse sind aosgedrQckt als prozentuale Veranderung der ursprunglichen Knochendichte 55 
(Mittelwert ± SAX 

Fig. 28 Die durch Anwendung histomorphometrischer Verf ahren gemessene Knochendidite in der femoralen 
Metaphyse ist in Ovarektomie-Ratten (OVX) 1 7 Tage nach Ovarektomie geringer als in scheinoperierten Tiern 
(SHAMX Dieser Effekt wurde durch OPG-Fc bloddert» wobei mit OPG-Fc behandelte Ovarektomie-Ratten 
(OVX + OPG) eine signifikant hohere Knochendichte aufwiesen als mit Tragerstoff behandelte Ovarekt inie- 60 
Ratten (OVXX (Mittelwert ± SAX 

Detailli rte Beschreibung der Erfindung 

Ein neuer Vertreter der Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR)-Superfamilie wurde identifiziert als ein aus 65 
einer intestinalen cDNA*BibHothek einer f etalen Ratte isolierter exprimierter Sequenz-Tag (expressed sequence 
tag) (EST> Die Strukturen der cDNA-Klon der Ratte in vollstindiger Lange und der korrespondierenden 
murinen und humanen cDNA-Klone wurden gem&B Darlegung in den Beispielen 1 und 6 bestimmt Die Gene 
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der Ratte, der Maus und des Menschen sind in den Fig. 2B—2C (SEQ ID NO: 120% 9A— 9B (SEQ ID NO: 122) 
bzw. 9C— 9D (SEQ ID NO: 124) dargestellt Samtliche drei Sequenzen zeigen eine groBe Ahnlichkeit mit den 
extrazellularen Domanen von Mitgliedern der TNFR-Familie. Keiner der isolierten cDNA-Kione vollstandiger 
Lange kodierte fur zytoplasmatische und Transmembrandomanen, die man bei metnbrangebundenen Rezepto- 
5 ren erwarten wurde, was darauf hinweist, daB diese cDNAs eher fGr losliche, sezernierte Proteine als fur 
Zelloberfiachenrezeptpren kodieren. Ein in Fig. 9D dargestellter, die Nukleotide 1200—1353 abdeckender 
Bereich des humanen Gens wurde am 22. November 1995 unter der Zugriffsnummer 17188769 bei der Gene- 
bank database hinterlegt 

Die Gewebeverteilung der mRNA der Ratte und des Menschen wurde gemaB Darlegung in Beispie! 2 
io ennittelt Bei der Ratte wurde die Expression von mRNA in der Niere, der Leber, der Plazenta und im Herzen 
nachgewiesen, wobei die hochste Expression in der Niere vorlag. Die Expression ira Skelettmuskel und in der 
Bauchspeicheldruse wurde ebenfalls nachgewiesen. Bei Menschen wurde die Expression in den selben Geweben 
und im Lymphknoten, im Thymus, in der Milz und im Blinddarm nachgewiesen* 

Die Ratten-cDNA wurde unter Verwendung des Leber-spezifischen ApoE-Promotor-Expressionssystems in 
is transgenen Mausen exprimiert (Beispiel 3\ Eine Analyse von Expressoren zeigte eine deutliche Zunahme der 
Knochendichte, insbesondere in Rdhrenknochen (OberschenkelX Wirbeln und flachen Knochen (Becken). Eine 
histologische Analyse gefarbter Knochenschnhte zeigte eine schwere Osteopetrose (siehe Beispiel 4X wodurch 
in deutliches Ungleichgewicht zwischen der Knochenbildung und der Resorption angezeigt wird, das zu einer 
deudichen Akkumulation von Knochen und Knorpel gefuhrt hat Eine Verringerung der Anzahl von trabekula- 
20 ren Osteoklasten in den Knochen von OPG-Expressortieren zeigt, daB ein signifikanter Teil der Aktivitat des 
TNFR- verwandten Proteins auf die Verhinderung der Knochenresorption entf alien kann, wobei es sich hier am 
einen Vorgang handelt, der durch Osteoklasten vermittelt wird. Angesichts der Aktivitat in transgenen Expres- 
soren werdendie voiiiegend beschriebenen TNFR-verwandten Proteine als OPGs bezetchnet 
Unter Verwendung der Ratten-cDNA-Sequenz wurden murine und humane cDNA-Klone isoliert (Beispiel 5). 
25 Die Expression des murinen OPGs in 293-ZeIlen und des humanen OPGs in E. coli wird in den Beispielen 7 und 8 
beschrieben. Das murine OPG wurde in Form eines Fc-Fosionsproteins produziert, welches durch Protein 
A-Affinitatschromatographie gereinigt wurde. Ferner wird im Beispiel 7 die Expression von humanen und 
murinen OPG-Polypeptiden in CHO- und 293-ZeIlen in vollstandiger Lange und in verkurzter Form entweder 
als Fusionspolypeptide mit der Fc-Region von humanem IgGl oder als unfusionierte Polypeptide beschrieben. 
ao Die Expression von humanen und murinen OPGs in vollstandiger Lange und in verkurzter Form in E. coli 
ntweder als Fc-Fusionspolypeptide oder als unfusionierte Polypeptide wird in Beispiel 8 beschrieben. Die 
Reinigung von rekombinant produziertem Sauger- und Bakterien-OFG wird in Beispiel 10 beschrieben. 

Die biologische Aktivitat von OPG wurde ennittelt unter Anwendung eines in vitro- Assays der Osteoklasten- 
reifung, eines in vivo-ModeDs fur durch Interleukin-1 (IL-1) induzierte Hyperkalzamie, sowie durch Injektions- 
35 studien fiber die Knochendichte in normalen Mausen (siehe Beispiel 1 1). Die folgenden, in CHO- oder 293-Zellen 
produzierten rekombinanten OPG-Proteine zeigten Aktivitat in dem in vitro- Assay der Osteoklastenrei- 
fung : muOPG [22-1 85]- Fc, muOPG [22-194}Fc, muOPG [22-401>Fc, muOPG [22-4011 huOPG [22-201>Fc, 
huOPG [22-401]-Fa Das in CHO-Zellen produzierte muOPG [22-180}-Fc sowie das in E. coli produzierte 
huOPG met[32-401] zeigten in dem in vitro- Assay keine Aktivitat 
40 OPG aus verschiedenen QueOen wurde als Dimer und in einem gewissen AusmaB als hoheres Muhimer 
produziert Das in transgenen Mausen produzierte Ratten-OPG [22-4011 (fie als rekombinante Polypeptide in 
CHO-Zellen produzierten muOPG [22-401] und huOPG [22-4011 sowie das OPG, welches als natBrficherweise 
auftretendes Produkt von einer zytotoxtschen T-Zellinie exprimiert wurde, zeigten sich bei Analyse in nicht-re- 
duzierenden SDS-Gelen vorherrschend als Dimere und Trimere (siehe Beispiel 9). Verkurzte OPG-Polypeptide 
45 mit Deletionen in der Region der Aminosauren 186-401 (z. B. OPG [1-185] und OPG [1-194]) lagen vorherr- 
schend in monomerer Form vor, was darauf hinweist, daB die Region 186-401 bei der Sdbstorganisation von 
OPG-Polypeptiden beteSigt sein kann. Das in E. coli produzierte huOPG met[32-401] lag jedoch in groBem 
Umfang in monomerer Form vor. 
OPG kann bei der Steuerung der Knochenresorption wichtig sein. Das Protein scheint als ein IdsHcher 
so Rezeptor der TNF-Familie zu wirken, und es kann eine beim osteolytischen Stoffwechselweg invotvierte 
RezeptorAiganden-Wechsetwirkung verhindern. Ein Aspekt der Steuerung scheint eine Verringerung der 
Anzahl an Osteoklasten zu sein. 

Nukleinsauren 

Durch die Erfindung wird eine isolierte Nukleinsaure berehgesteDt, die fur ein Polypeptid kodiert, welches 
mindestens eine der biologiscben Aktivhaten von OPG aufweist Im Rahmen der voriiegenden Beschreibung 
schlieBen die biologischen Aktivitaten von OPG jede den Knochenstoffwechsel betreffende Aktivitat und 
insbesondere die Erhdhung der Knochendichte ein, sind aber nicht hierauf beschrankt Die erfindungsgemaBen 
Nukleinsauren werden ausgewShlt aus den folgenden Gruppen: 

a) Nukleinsauresequenzen gem&B Darstelhmg in den Fig. 2B— 2C (SEQ ID NO: 120X 9A— 9B (SEQ ID NO: 
122) und 9C— 9D (SEQ ID NO: 124X oder komplementire Strange derselben; 

b) Nukleinsauren, (fie unter stringenten Bedxngungen mh der Polypeptid-kodierenden Region in den 
Fig. 2B-2C (SEQ ID NO: 120X 9A-9B (SEQ ID NO: 122), und 9C-9D (SEQ ID NO: 124) hybridisieren; 

c) Nukleinsauren, die unter stringenten Bedingungen mit den in Fig. 1A dargestellten Nukleotiden 14B bis 
337 einschlieBlich hybridisieren; und 

d) Nukleinsauresequenzen, die gegenOber den Sequenzen gem&B (a) und (b) degen riert sind. 
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Durch die Erfindung werden Nukleinsauren, die fur OPG der Ratte, der Maus and des Menscfaen kodieren, als 
auch damit hybridisierende Nukleinsauresequenzen bereitgestellt, welche fur ein Potypeptid kodierea das 
mindestens eine der biologischen Aktivitaten von OPG aufweist Ferner werden Nukleinsauren bereitgestellt, 
die mit einem OPG-EST der Ratte hybrfcfisieren, welcher die in Fig. 1A dargestellten Nukleotide 148—337 
umfaBL Die Hybridisierungsbedingungen sind im allgemeinen von hoher Stringenz wie SXSSQ 50% Fonnamid 5 
und 42° C, wie in Beispiel 1 der Beschreibung beschrieben wird. Eine diesen Bedingungen gleichwertige Strin- 
genz kann durch Einstellung der Konzentrationen an Salz und organischem Losungsmittel sowie der Tempera- 
tur leicht erreicht werden. Die Nukleinsauren in (b) umfassen Sequenzen, die fur OPG-verwandte Polypeptide 
kodieren, welche mit andereu bekannten Vertretern der TNF-Rezeptor-Superfamilie keine nachweisbare Hy- 
bridisierung eingehen. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die Nukleinsauren wie in den Fig. 2B— 2C 10 
(SEQ ID NO: 120), 9A-9B (SEQ ID NO: 122) und 9C-9D(SEQ ID NO: 124) dargestellt. 

Die Lange der erfuidungsgemaBen hybridisierenden Nukleinsauren kann variabel sein, da die Hybridisierung 
in einem Teil oder in dera gesamten Bereich der Polypeptidkodierenden Regionen gemaB Darstellung in den 
Fig.2B-2C (SEQ ID NO: 120% 9A-9B (SEQ ID NO: 122% und 9C-9D (SEQ ID NO: 124), und auch in 
benachbarten nicht-kodierenden Regionen stattflnden kann. Daher kdnnen hybridisierende Nukleinsauren Ver* 15 
kurzungen oder Extensionen der in den Fig. 2B-2C (SEQ ID NO: 120% 9A-9B (SEQ ID NO: 122), und 9C-9D 
(SEQ ID NO: 124) dargestellten Sequenzen sein. Verkurzte oder verlangerte Nukleinsauren werden erfindungs- 
gemaB unter der Voraussetzung umfaBt, daB sie fur ein Potypeptid kodieren, welches eine oder mehrere der 
biologischen Eigenschaften von OPG beibehalt Die hybridisierenden Nukleinsauren kdnnen auch benachbarte 
nicht-kodierende Regionen einschlieBen, die 5' und/oder 3' von der fur OPG kodierenden Region liegen. Die 20 
nichtkodierenden Regionen schlieBen regulatorische Regionen ein, die bei der Expression von OPG beteiligt 
sind, wie Promo toren, Enhancer, translationale InitiationsstelJen, Tramkripdonsterminationsstellen und derglei- 
chen. 

Eine Beschreibung der Hybridisierungsbedingungen fur Nukleinsauren Iiefern Sambrook et aL, Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, 2. Ausg, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York 25 
(1989). 

Die fur das OPG der Ratte kodierende DNA wurde im Plasmid pMO-Bl.l bereitgestellt, welches am 27. 
Dezember 1995 unter der ATCC-Zugriffsnummer 69970 bei der American Type Culture Collection, Rockville, 
MD, hinterlegt wurde. Die fur das OPG der Maus kodierende DNA wurde im Plasmid pRcCMV-murine OPG 
bereitgestellt, welches am 27. Dezember 1995 unter der Zugriffsnummer 69971 bei der American Type Culture 30 
Collection, Rockville, MD, hinterlegt wurde. Die fur humanes OPG kodierende DNA wurde im Plasmid 
pRcCMV-human OPG bereitgestellt, welches am 27. Dezember 1995 unter der Zugriffsnummer 69969 bei der 
American Type Culture Collection, Rockville, MD, hinterlegt wurde. Die erfuidungsgemaBen Nukleinsauren 
hybridisieren unter stringenten Bedingungen mit den DNA-Inserts mit den ATCC-Zugriffsnummern 69969, 
69970 und 69971 und weisen mindestens eine der biologischen Aktivitaten von OPG auL 35 

Ferner werden durch die Erfindung Derivate der Nukleinsauresequenzen gemaB Darstellung in Fig. 2B, 9A 
und 9B bereitgestellt Im Rahmen der vorliegenden Beschreibung schlieBen Derivate Nukleinsauresequenzen 
mit Addition, Substitution, Insertion oder Deletion von einem oder mehreren Resten ein, so daB die resultieren- 
den Sequenzen fur Polypeptide kodieren, bei denen ein oder mehrere Aminosaurereste hinzugefugt, deletiert, 
insertiert oder substituiert worden sind, und das resuWerende Potypeptid die Aktivitat von OPG aufweist Die 40 
Nukleinsaurederivate kdnnen naturlicherweise auftreten, wie durch SpleiBvariation oder Polymorphismus, oder 
sie kdnnen unter Anwendung von dem Fachmann zur Verfugung stehenden Techniken zur ortsspezifischen 
Mutagenese hergestelh werden. Ein Beispiel fur eine naturlicherweise auftretende Variante von OPG ist eine 
Nukleinsaure, die innerhalb der Leadersequenz am Rest 3 einen Wechsel von Lys zu Asu kodiert (s. Beispiel 5). 
Es wird davon ausgegangen, daB die Nukleinsaurederivate fQr Aminosaureveranderungen in Regionen des 45 
Molekuls kodieren, bei denen es am wenigsten wahrscheinlich ist, daB sie die biologische Aktivitat beeintrachti- 
gen. Andere Derivate schlieBen eine Nukleinsaure ein, die fur eine membrangebundene Form von OPG kodiert, 
welche eine extrazeUulare Domane gemaB Darstellung in den Fig, 2B-2C (SEQ ID NO: 120% 9A-9B (SEQ ID 
NO: 122), und 9C— 9D (SEQ ID NO: 124) zusammen mit zytoplasmatiscfaen und Transmembrandomanen 
aufweist 50 

Nach einer Ausfuhrungsform schlieBen Derivate von OPG Nukleinsauren ein, die fur verkurzte Formen von 
OPG kodieren, bei denen eine oder mehrere Aminosauren vom Carboxyterminus deletiert sind. Beim OPG 
kdnnen vom Carboxyterminus 1 bis 216 Aminosauren deletiert sein. Fakultativ kann sich der neue Carboxyter- 
minus urn eine Fc-Region eines Antikdrpers verlangern, urn ein biologisch aktives OPG-Fc-Fusionspolypeptid 
zu ergebea (VgL Beispiel 1 1). In bevorzugten Ausfuhrungsformen kodieren Nukleinsauren fQr ein OPG mit der 55 
Aminosauresequenz der Reste 22- 185, 22- 189, 22- 194 oder 22-201 (gemaB Darstellung in Fig- 9E-F), und 
kodieren fakultativ fur eine Fc-Region von humanem IgG. 

Ferner sind Nukleinsauren eingeschlossen, die fur verkurzte Formen von OPG kodieren, bei denen eine oder 
mehrere Aminosauren vom Aminoterminus deletiert sind. Verkurzte Formen schlieBen solche ein, denen ein Teil 
oder samtliche der die Leadersequenz umfassenden 21 Aminosauren fehlt Zusatzhch werden durch die Erfin- 60 
dung Nukleinsauren bereitgestellt, die fur ein OPG kodieren, bei dem 1 bis 10 Aminosauren vom reifen 
Aininoterminus (am Rest 22) und, fakultativ, 1 bis 216 Aminosauren vom Carboxyterminus (am Rest 401) 
deletiert sind. Fakultativ kdnnen die Nukleinsauren fur einen Methioninrest am Aminoterminus kodieren. 
Beispiele fur solche verkurzten OPG-Polypeptide sind in Beispiel 8 beschrieben. 

Beispiele fur die erfuidungsgemaBen Nukleinsauren schlieBen cDNA, genomische DNA, synthetische DNA 65 
und RNA ein. Die cDNA wird aus Bibliotheken erhalten, die ausgehend von mRNA hergestellt wurden, wdche 
aus vielfaltigen, OPG exprimierenden Geweben isoliert wurde. Bei Menscfaen schlieBen die Gewebequeflen fur 
OPG die Niere, die Leber, die Plazenta und das Herz ein. Die fur OPG kodierende genomische DNA wird aus 
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genomischen Bibliotheken erhalten, die von einer Vielzahl von Spezies im Handel erfaalttich sind Synth tische 
DNA wird erhalten durch chemische Synthese von Qberlappenden Oligonukleotidfragmenten und nachf olgende 
Zusammenlagerung der Fragmente zur Rekonstitution eines Teils oder der Gesamtheit der kodierenden Region 
und flankierenden Sequenzen (siehe US-Patent Nr. 4695 623, welches die chemische Synthese von Interferonge- 
5 nen beschreibt). RNA wird am einfachsten durch prokaryontische Expressionsvektoren erhalten, von denen 
grofie Mengen an mRNA synthetisiert werden, wie durch Vektoren, die T7-Promotoren und RNA-Polymerase 
nutzen. 

Die erfindungsgemaBen Nukleinsauresequenzen werden verwendet zum Nachweis von OPG-Sequenzen in 
bioiogischen Proben, um festzustellen, in welchen Zellen und Geweben OPG-mRNA exprimiert wird Die 

io Sequenzen konnen auch eingesetzt werden, um genomische und cDNA-Bibliotheken nach Sequenzen abzusu- 
chen, die rait OPG verwandt sind Ein Durchschnittsfachmann auf dem Gebiet verfugt uber die Fahigkeit zum 
Nachweis homologer Sequenzen durch Screening und Anwendung geeigneter Hybridisierungsbedingungen, 
Die Nukleinsauren sind ferner geeignet zum Modulieren der OPG-Expressionsrate durch Antisense- oder 
Gentherapie. Die Nukleinsauren werden ferner eingesetzt zur Entwicklung von transgenen Tieren, die fOr die 

15 Herstellung des Potypeptids und fQr die Untersuchung der bioiogischen Aktrvhat eingesetzt werden konnen 
(siehe Beispiel 3). 

Vektoren und Wirtszellen 

20 Durch die Erfindung werden ferner Expressionsvektoren, die fur OPG kodierende Nukleinsauresequenzen 
enthalten, sowie Wirtszellen, die mit den Vektoren transfonniert sind, und Verfahren zur Herstellung von OPG 
bereitgestellt Ein Oberblick uber die Expression von rekombinanten Proteinen liefert Methods of Enzymology 
VoL 185, D.V. Goeddel(Hrsg.X Academic Press (1990). 
Wirtszellen fur die Herstellung von OPG schliefien prokaryontische Wirtszellen wie H coli, sowie Hefe-, 

25 Pflanzen-, Insekten- und Sauger-Wirtszellen ein. Zur Expression sind E. coli-Stamme wie HB101 oder JM101 
geeignet Bevorzugte Sauger-Wirtszellen schlieBen COS-, CHO D-, 293-, CV-1-, 3T3-, baby hamster kidney 
(BHK)-Zeflen und andere ein. Sauger-Wirtszellen sind bevorzugt, wenn posttranslationale Modifikationen wie 
eine Glykosyfierung und ein Pohypeptid-Processtng fur die OPG-Aktivhat wichtig sind Die Sauger-Expression 
enndglicht die Produktion von sezernierten Porypeptiden, die aus dem Wachstumsmedium. ruckgewonnen 

30 werden kdnnen. 

Die Vektoren fur die Expression von OPG enthalten wenigstens Sequenzen, die fur die Vermehrung des 
Vektors und fur die Expression des klonierten Inserts erforderiich sind Diese Sequenzen schlieBen einen 
RepGkattonsurspnmg, Selektionsmarker, Promotoren, Ribosomenbindungsstellen, Enhancer-Sequenzen, RNA- 
SpIeiBstellen und Trans kriptionsterminationsstellen ein. Vektoren, die fur die Expression in den zuvor genannten 

35 Wirtszellen geeignet sind sind ieicht erhaltlich, und die erfindiingsgemaBen Nukleinsauren werden unter An- 
wendung von Standardverfahren der rekombinanten DNA-Technologie in die Vektoren insertiert Vektoren fur 
die Gewebe-spezifische Expression von OPG sind ebenf alls eingeschlossen. Solche Vektoren schlieBen Promo- 
toren, die fQr eine Produktion in Mausen spezhisch in der Leber, der Niere oder in anderen Organen funktionie- 
ren, und virale Vektoren fur die Expression von OPG in targetierten humanen Zellen ein. 

40 Unter Anwendung eines geeigneten Wirt-Vektor-Systems wird OPG rekombinant produziert, indem man 
eine Wirtszelle, die mh einem Expressionsvektor transfonniert ist, der Nukleinsluresequenzen enthalt, welche 
fur OPG kodieren, unter Bedingungen derart kultrviert, daB OPG gebiidet wird und man das Expressionspro- 
dukt isoliert OPG wird im Obmtand von transhzierten Saugerzellen oder in EinschhiBkdrpern von transfor- 
mierten bakterieflen Wirtszellen produziert. Das auf diese Weise gebildete OPG kann durch dem Fachmann 

45 bekannte und im nachfolgenden beschriebene Verfohren gereinigt werden. Die Expression von OPG in Sauger- 
und Bakterien-Wirtssystemen wird in den Beispielen 7 und 8 beschrieben. Die Expressionsvektoren fur Sauger- 
wirte werden beispielsweise durch Piasmide wie das in der PCT-Anmeldung Nr. 90/14363 beschriebene pDSRa 
reprasentiert Expressionsvektoren fur bakterielle Wirtszellen werden beispielsweise durch die in Beispiel 8 
beschriebenen Piasmide pAMG21 und pAMG22-Ffis reprasentiert Das Plasmid pAMG21 wurde am 24. Juh 

50 1996 unter der Zugriffsnummer 981 13 bei der American Type Culture Collection, Rockville, MD, hinteriegt Das 
Plasmid pAMG22-His wurde am 24. Juli 1996 unter der Zugriffsnummer 98112 bei der American Type Culture 
Collection, Rockville, MD, hinteriegt Es ist davon auszugehen, daB die beschriebenen spezifischen Piasmide und 
Wirtszellen der Veranschaulichung dienen, und daB f&T die Expression der Polypeptide gleichermaBen auch 

andere erhaltiiche Piasmide und Wirtszellen eingesetzt werden kdnnen. 

55 Die Erfindung enndglicht ferner die Expression von OPG durch endogene Nukleinsauren durch in vivo- oder 
ex vwo-Rekombmauonsereignisse, um eine Modulation von OPG auf der Ebene des Wirtschromosoms zu 
ermdgiichen. Die Expression von OPG durch Einfuhrung von exogenen regulatorisdiai Sequenzen (z. B. Pro- 
motoren oder Enhancer), die in der Lage sind, die Produktion von OPG von endogenen, fur OPG kodierenden 
Regtonen zu steuern, ist ebenfalls umfaBt Durch die. Erfindung wird schlieBlich auch die Stimulterung yon 

60 endogenen regulatorischen Sequenzen enndglicht, die in der Lage sind, die Produktion von OPG zu steuern 
(z. B. durch Exposition mit Faktoren, die die Transkription verstarkenX 

Polypeptide 

65 Durch die Erfindung wird OPG bereitgestellt, das em neuer Vertreter der TNF-Rezept r-Superf amilie ist und 
eine mit dem Knochenstoffwechsel assoziierte Aktivhat sowie insbesondere die Aktrvitat aufweist, die Knochen- 
resorpti n zu inhibieren und dadurch die Knochencfichte zu erhdhen. OPG bezidit sich auf ein Polypeptid mit 
einer Aminos^uresequenz vom OPG der Maus, der Ratte oder des Menschen, oder auf ein Derivat davon mit 
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mindestens einer der biologischen Aktivitaten von OPG. Die Aminosauresequenzen vom OPG der Ratte, der 
Maus und des Menschen sind in den Fig. 2B-2C (SEQ ID NO: 121), 9A-9B (SEQ ID NO: 123) bzw. 9C-9D 
(SEQ ID NO: 125) dargesteUt Ein Derivat von OPG bezieht sich auf ein Polypeptid mh einer Addition, Deletion, 
Insertion oder Substitution von einer oder mehreren Aminosauren, w bei das resultierende Poiypeptid minde- 
stens eine der biologischen Aktivitaten von OPG aufweist Die biologischen Aktivitaten von OPG schlieBen 
Aktivitaten ein, die beim Knochenstoffwechsel beteiligt sind, sind aber nicht hierauf beschrankt Vorzugsweise 
ist bei den Polypeptiden die aminoterminale Leadersequenz von 21 Aminosauren entf ernt 

Die erfindungsgemaB eingeschlossenen OPG-Polypeptide schlieBen rat [1-401 J rat [22-1801 rat [22-4011 rat 
[22-401]-Fc-Fusion, rat [l-180>Fc-Fusion, mouse [1-4011 mouse [1-1801 mouse [22-4011 human [1-4011 mouse 
[22-1801 human [22-401 J human [22-1801 human [1-1801 human [22-180>Fc-Fusion, und human met-32-401 ein. 
Die Bezifferung der Aminosauren erfolgt gemaB Darstellung in SEQ ID NO: 121 (rat), SEQ ID NO: 1 23 (mouse) 
und SEQ ID NO: 125 (human). Ebenfalls eingeschlossen sind Polypeptidderivate mit Deletionen oder carbox- 
ytenninalen Verkurzungen eines Teils oder samtlicher Aminosaurereste 180—401 von OPG; Veranderungen 
einer oder mehrerer Aminosauren in den Resten 180—401 ; Deletion eines Teils oder des gesamten Bereichs der 
Cystein-reichen Do mane von OPG, insbesondere mh einer Deletion der distalen (carboxytenninalen) Cystein- 
reichen Domane; und mit Veranderungen einer oder mehrerer Aminosauren in einer Cystein-reichen Domane, 
insbesondere in der distalen (caifcoxytemiinalen) Cystein-reichen Domane, Nach einer Ausfuhrungsform sind 
beim OPG 1 bis etwa 216 Aminosauren vom Carboxytenninus deletiert Nach einer anderen Ausfuhrungsform 
sind beim OPG 1 bis etwa 10 Aminosauren vom reifen Aminoterminus (wobei sich der reife Aminoterminus am 
Rest 22 befindet) und, fakultativ, 1 bis etwa 216 Aminosauren vom Carboxytenninus deletiert 20 

Zusatzliche OPG-Polypeptide, die erfindungsgemaB umfaBt sind, schlieBen die folgenden ein: human 
[22-180>Fc-Fusion, human [22-201>Fc-Fusioa human [22-401>Fc-Fusk>n, mouse [22-185>Fc-Fusion, mouse 
[22- 194>Fc- Fusion. Diese Polypeptide werden in Sauger-Wirtszellen wie CHO- oder 293-ZelIen produziert 
Zusatzliche OPG-Polypeptide, die erfindungsgemaB umfaBt sind und in prokaryontischen Wirtszellen expn- 
miert werden, schlieBen die folgenden ein: human met[22-401 J Fc-fauman met [22-401>Fusion (die Fc-Region ist 25 
fusioniert am Aminoterminus der hlr OPG kodierenden Sequenz vollstandiger Lange gemafl Beschreibung in 
Beispiel 81 human met[22-401>Fc-Fusion (die Fc-Region ist mit der vollstandigen OPG-Sequenz fusioniert), 
Fc-mouse met[22-401>Fusion, mouse met(22-401]-Fc-Fusion. human met[27^0lX human met[22- 1851 human- 
metf 22-1 891 humanmet[22-194} humanmet[22-1943 (P25A), human met[22-194] (P26AX human met[27-185], 
human metf27-189l humanme^27-194j humanmet-arg-gly-ser-(his)6 [22-4011 human met-lys [22-4011 human 30 
met-(lysW[22^011 human met[22-40l>Fc (P25AX human met[22-401] (P25A), human met[22-401] (P26A), human 
[22^01] (P26D1 mouse met[22-401j mouse met[27-4011 mouse met[32-4011 mouse met[27-180j mouse- 
metf 22-1891 mouse met[22-194l mouse met[27-189l mouse met[27-i94j mouse met-lys[22-40ll mouse 
HEKT22-401] (A45I% mouse met-lys-(his)7[22-4011 mouse met-tys[22-40lHhis)7 und mouse met[27-401] (P33E, 
G36S, A456P). Es wird davon ausgegangen, daB die obigen, in prokaryontischen Wirtszeflen produzierten 
OPG-Polypeptide einen aminotenninalen Methioninrest aufweisen, sofern ein solcher Rest nicht angegeben ist. 
In spezifischen Beispielen wurden OPG-Fc-Fusionsproteine hergesteilt unter Verwendung einer 227 Aminosau- 
ren umfassenden Region des humanen IgGUvl mit der Sequenz gemaB Darlegung von Ellison et aL (Nuc. Acids 
Res. la 4071 -4079 (1982)). Es kdnnen jedoch giekhermaBen auch Varianten der Fc-Region vom humanen IgG 
verwend et werden. 

Die Analyse der biologischen Aktivitat von carboxyterminal verkurzten OPG-Formen, die mit der Fc-Region 
vom humanen IgGl fusioniert sind, zeigt, daB ein Teil von OPG von etwa 164 Aminosauren fur die Aktivitat 
erforderlich ist Diese Region umfaBt die Aminosauren 22— 185, vorzugsweise solche gemaB Fig. 9C— 9D (SEQ 
ID NO: 125X und umfaBt vier Cystetn-reiche Domanen, die fur die Cystein-reichen Domanen von extrazellularen 
TNFR-Domanencharakteristischsind , , j - 45 

Unter Nutzung der Homoiogie zwischen OPG und den extrazellularen Liganden-Bindungsdomanen von 
Mitgliedern der TNF-Rezeptor-Famflie wurde auf Basis der bekaimten Kristallstruktur der extrazellularen 
Domane von TNFR-I ein dreidimenskraales Modell von OPG ersteUt (siehe Beispiel 6). Dieses Modell wurde 
zum Identifizieren von solchen Resten innerhalb von OPG eingesetzt, die fur die biologische Aktivitat wichpg 
sein konnen. Es wurden Cysteinreste identifiziert, die bei der Aufrechterhaltung der Struktur der vier Cystein- 
reichen Domanen beteiligt sind. Anhand des Modells wurden die folgenden Disulfidbmdungen identitoert: 
Domane 1: cys41 bis cys54 cys44 bis cys62, tyr23 und his66 konnen an der StabiBsierung der Struktur dieser 
Domane beteiligt sein; Domane 2: cys65 bis cys80, cys83 bis cys98, cys87 bis cysl05; Domane 3: cysl07 bis cysl 18, 
cysl24 bis cysl42; Domane 4: cysl45 bis cysl60, cysl 66 bis cystBS. Ferner wurden Reste identifiziert, die sich m 
unmittelbarer Nahe zum TNFP befinden. wie in den Fig. 11 und 12A-12B dargesteUt 1st Bei diesem ModeU 
wird angenommen, daB OPG an einen korrespondierenden Uganden bindet; TNFjJ wurde als Modelhgand 
eingesetzt, urn die Wechseiwirkung zwischen OPG und seinem Liganden zu simulieren. Auf der GruncUage 
dieses Modells konnen die folgenden Reste in OPG far die Ugandenbindung wichng sein;glu34, lys43j>ro66 bis 
gln91 finsbesondere pro66, his68, tyr69, tyr70 thr71, aps72, ser73, his76, ser77, asp78, glu79, leu81, tyr82, pro85, 
va!86,lys88,glau90undgln91Xghil53unds rl55. 

Veranderungen in diesen Aminosaureresten konnen die biologische Aktivitat von OPG entweder aUein Oder 
in Kombination verandern. Beispielsweis konnen Veranderungen in spezifischen Cysteinresten zu emer Veran- 
derung der Struktur einzelner Cystein-reicher Domanen fuhren, wohingegen Veranderungen m Resten, die n^- 
die Ligandenbindung wichtig sind, die physikalischen Interaktionen zwischen OPG und Ugand beeinflussen 
kdnnen. StrukturmodeUe konnen das Identifizieren von Analogen unterstutzen, die uber weitere wunscnenswer- 
te Eigenschaften wie eine erhdhte biologische Aktivitat, groBere Stability oder einfachere Formulierung 

aU Durch die Erfindung wird auch ein OPG-Monomere umfassendes OPG-Multimer bereitgesteUt OPG schemt 
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als Mul timer aktiv zu sein (z. B. Dimer, Trimer oder in h"here Anzahl von Monomeren). Vorzugsweise sind 
OPG-Multimere Dimere oder Trimere. OPG-Muitimere konnen Monomere iwnfa«i*n, welche die Aminosaure- 
sequenz von OPG in ausreichendem Umfang aufweisen, urn die Multimerbildung zu fordern, oder sie konnen 
Monomere umfassen, die heteroioge Sequenzen aufweisen, wie eine Fc-Antikdrperregion. Eine Analyse der 
5 carboxyterminalen Oeletionen von OPG legt nahe, daB mindestens ein Teil der Region 186-401 bei der Assozia- 
tion von OPG-Polypeptiden beteiligt ist. One Substitution eines Teils oder der Gesamtfaeit der Region der 
OPG-Arainosauren 186—401 durch eine zur Selbstorganisation fahige Aminosauresequenz wird von der Erfin- 
dung ebenf alls umf aBt. Alternativ konnen die OPG-Polypeptide oder Derivate derselben modifiziert werden, urn 
Dimere oder Multimere zu bilden, durch ortsgerichtete Mutageneses urn ungepaarte Cysteinreste fur die 

io Ausbildung einer Interketten-Disulfidbindung zu schaffen, durch photochemisches Vernetzen, wie durch Exposi- 
tion mit UV-Iicht, oder durch chemisches Vernetzen mit bifunktioneUen Linker-Molekulen wie bifunkdonelles 
Polyethylenglykol und dergleichen. 

Die Modifikationen von OPG-Polypeptiden werden erfindungsgemaB umfafit und schlieBen posttranslationa- 
te Modifikationen (z. B. N-verknflpfte oder OverknOpfte Kohlenstoffketten, prozessierend von N-terminalen 

15 oder C-terminalen Enden), das Anheften von chemischen Resten an das Aminosaureruckgrat chemische Modifi- 
kationen von N-verkn&pften oder O-verknupften Kohlenhydratketten, und die Addition eines N-terminalen 
Methioninrests als Ergebnis der prokaryontischen Wirtszellexpression ein. Die Polypeptide konnen auch mit 
einem nachweisbaren Marker wie einem enzymatischen, fluoreszierenden, radioaktiven oder Affmititsmarker 
modifiziert sein, urn den Nachweis und die Isolierung des Proteins zu ermdgiichen. 

20 Wehere Modifikationen von OPG schlieBen chimare Proteine ein, bei denen OPG mit einer heterologen 
Aminosauresequenz fusioniert ist Die heteroioge Sequenz kann irgendeine Sequenz sein, die dem resultieren- 
den Fusionsprotein die Beibehaltung der Aktivitat von OPG erlaubt Die heterologen Sequenzen schlieBen z. B. 
Immunglobulinfnsionen wie Fc-Fusionen ein, welche die Reinigung des Proteins eiieichtern konnen. Eine 
heteroioge Sequenz, welche die Assoziation von OPG-Monomeren zur Bildung von dimeren, trimeren und 

25 anderen hdheren multimeren Formen fdrdert, ist bevorzugt 

Die erfindungsgemaBen Polypeptide werden von anderen in Geweben, Zellinien und transformierten Wirts- 
zellen, die OPG exprimieren, vorhandenen Polypeptiden isoliert und geretnigt, oder sie werden von Komponen- 
ten in Zelikulturen gereinigt, die das sezernierte Protein enthalten. Nach einer AusfOhrungsform ist das Polypep- 
tid fret von einer Assoziation mit anderen humanen Proteinen, wie das Expressionsprodukt einer bakteriellen 

30 Wirtszelle, 

Durch cfie Erfindung werden ferner chemisch modifxzierte Derivate von OPG berekgestellt, die zusatzliche 
Vorteile wie eine erhdhte StabOhat und Zirkulienmgsdauer des Polypeptids oder eine verminderte Immunogeni- 
tat bieten konnen (siehe US-Patent Nr. 4 179 337). Die chemischen Reste fur die Derivatisierung konnen 
ausgewahlt werden aus wasseiidslichen Polymer en wie Polyethylenglykol, Ethylenglykol/Propyienglykol-Copo- 

35 lymeren, Carboxymethyicellulose, Dextran, Polyvinyialkohol und dergleichen. Die Polypeptide konnen an zufal- 
ligen Positionen innerhalb des Molekfils oder an vorbestimmten Positionen innerhalb des MolekOls verandert 
werden und schlieBen einen, zwei, drei oder mehrere angeheftete chemische Reste ein. 

Das Polymer kann irgendein Molekulargewicht aufweisen und verzweigt oder unverzweigt sein. Im Falle von 
Polyethylenglykol liegt das fQr eine leichtere Handhabung und Verarbeitung bevorzugte Molekulargewicht 

40 zwischen etwa 1 kD und etwa 100 kD (der Begriff *etwa" gibt an, daB einige Molekule in Polyethylenglykoi-Pra- 
parationen ein hdheres und einige ein niedrigeres Molekulargewicht als das angegebene Molekulargewicht 
aufweisen). 

Andere GrdBen konnen in Abhangigkeit von dem gewunschten therapeutischen Profil eingesetzt werden 
(z. B. der erwunschten Dauer einer anhattenden Freisetzung, den Effekten, sofern vorhanden, auf die biologische 

45 Aktivitsit, der Einfachheit der Handhabung, dem AusmaB oder dem Fehlen einer Antigenitat und von anderen 
bekannten Effekten des Polyethylenglykols auf ein therapeutisches Protein oder Analog). 

Das Anheften der Polyethylenglykolmolekale (oder anderer chemischer Reste) an das Protein soUte unter 
Berucksichtigung der Effekte aufhmktionelle oder antigene Domanen des Proteins erfolgen. Dem Fachmann 
stehen eine Reihe von Verfahren zur Anheftung zur Verfugung, z.B. EP0 401 384, vorliegend durch Bezugnah- 

50 me eingeschlossen (Kopplung von PEG an G-CSF), siehe auch Maliget aL, Exp. HematoL 20: 1028— 1035 (1992) 
(Beschreibung der Pegylierung von GM-CSF unter Verwendung von Tresyichlorid). Beispielsweise kann das 
Polyethylenglykol durch Aminosaurereste ilber eine reaktive Gruppe wie eine freie Amino- oder Carboxylgrup- 
pe kovalent gebunden werden. Reaktive Gruppen sind solche, an die ein aktiviertes Polyethylenglykolmolekfil 
gebunden werden kann. Die Aminosaurereste mh einer freien Aminogruppe kdnnen Lysinreste und die N-tenni- 

55 nalen Aminosaurereste einsch&eBen; solche, die eine freie Carb oxyl gr up pe aufweisen, kdnnen Asparaginsaure- 
reste, Glutaminsaurereste und die C-terminalen Aminosaurenreste einscfalieBen. Sulfhydrylgruppen konnen fQr 
die Anheftung des bzw. der PolyethytenglykoimolekQIe auch als reaktive Gruppe verwendet werden. Fur 
therapeutische Zwecke ist die Anheftung an eine Aminogruppe wie die Anheftung an den N-Tenninus oder eine 
Lysingruppe bevorzugt 

60 Ein N-terminal chemisch modifiziertes Protein kann besonders erwQnscht sein. Unter Verwendung von 
Poryethyienglyko! als veranschaulidiendes Beispiel der vorliegenden Zusammensetzungen kann man auswahlen 
aus einer Vtelzahl von PolyethyiengrykolmolekOlen (durch Molekulargewicht, Verzweigung, etc) das Verhahnis 
zwischen PolyethylengrykohnolekOlen und Protein- (oder Peptid-)Molekfilen in der Reaktionsmischung, den 
anzuwendenden Typ d r Pegylierungsreaktion, und das Verfahren zum Erhatt des ausgewahhen N-terminal 

65 pegylierten Proteins. Das Verfahren zum Erhalt der N-tenninal pegylierten Preparation (d. h. das gegebenenfalb 
erforderliche Abtrennen dieses Rests von anderen monopegylierten Resten) kann durch Reinigung des N-tenni- 
nal pegylierten Materials aus einer Population von pegylierten ProtemmolekQlen erfolgen. Eine selektive, 
N-terminale chemische Modifikation kann erfolgen durch reduktive Alkylierung unter Ausnutzung der unter- 
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schiedlichen Reaktrvitaten von verschiedenen Typen primarer Aminogrupp n (Lysin gegenuber dem N-Termi- 
nus), die fur die Derivatisierung in einem bestimmten Protein zur Verfugung stehen. Unter den geeigneten 
Reaktionsbedingungen wird eine im wesentlichen selektive Derivatisierung des Proteins am N-Terminus mit 
einer ein Polymer enthaltenden Carbonylgruppe erreicbt 

Synthetische OPG-Dimere konnen anhand zahireicher Vorgehensweisen zur chemischen Quervernetzung 
hergestellt werden. OPG-Monomere konnen in jedweder Art und Weise chemisch verknupft werden, sof em cfie 
biologische Aktrvitat von OPG beibehalten oder verstarkt wird. Eine Vielzahl von chemischen Vemetzungsmit- 
tdn kann in Abhangigkeit von den gewunschten Eigenschaften des Proteindimers eingesetzt werden. Beispiels- 
weise konnen Vernetzungsmittel kurz und relativ starr oder linger und flexibler sein, und sie kdnnen biologisch 
reversibel sein, und sie kdnnen eine reduzierte Immunogenitat oder eine langere pharmakoldnetische Halbwert- 
szeitaufweisen. t r 

In einem Beispiel werden OPG-Molekule unter Anwendung einer zweistufigen Synthese fiber den Annnoter- 
minus verknupft (siehe Beispiel 12). In der ersten Stufe wird OPG chemisch am Ainmoterminus modifiziert, um 
ein geschutztes Thiol einzufugen, welches nach Reinigung entschutzt wird und als Anheftungspunkt fur eine 
ortsspezifische Konjugation fiber eine Vielzahl von Vernetzem mit einem zweiten OPG-Molekul dient Amino- 
terminale Vernetzungen schfieBen eine Disulfidbindung, Thioether-Verknupfungen unter Verwendung kurzket- 
tiger bifunktioneUer aliphatischer Vernetzungsmittel, und Thioether-Verknupfungen mit bifunktioneUen Polyet- 
hylenglykol-Vernetzern variabler Lange (PEG "Dumbbells") ein, sind aber nicht hierauf beschrinkt Von der 
PEG-Dumbbeli-Synthese von OPG-Dimeren ebenfalls umfaBt ist ein Nebenprodukt einer solchen Synthese mit 
der Bezeichnung "MonobelT. Ein OPG-MonobeU besteht aus einem Monomer, welches mit einem linearen 
bifunktioneUen PEG mit einem freien Polymerterminus gekoppelt ist Altemativ kann OPG direkt durch eine 
Vielzahl von aminspezifischen horaobifunktionellen Vernetzungstechniken vernetzt werden, welche Reagenzien 
einsehUeBen wie: Diem^entrianiinpentaacetdianhydrid (DTPAX p-Benzochinon (pBQ) oder Bis(suIfosuccinimi- 
dyi)suberat (BS 3 ,) wie auch andere im Stand der Technik bekannte MitteL Das direkte Versehen von OPG mit 
einer Thiolgruppe ist auch moglich mit Reagenzien wie Iminothiolan in Gegenwart einer Vielzahl von bifunktio- 
neUen, thiolspezifischen Vernetzungsmitteln, wie PEG-bis-maleimid, wodurch eine Dimeriaerung und/oder 
DumbbeusmememeinstufigenVerfahrenerzieltwerf m 

Fin Verfahren zur Reinigung von OPG aus natfirlichen QueUen und aus transfizierten WirtszeUen ist ebenfalls 
eingeschlossen. Das Reinigungsverfahren kann die Anwendung ernes oder mehrerer standardisierter Proteinrei- 
nigungsschritte in sinnvofler Reihenfolge umfassen, um ein gereinigtes Protein zu erhalten. Die Chromatogra- 
phieschritte kdnnen Ionenaustausch, Geifiltration, hydrophobe Interaktion, Umkehrphasen-, Chromatofoku^ie- 
rungs-, Affinitatschromatographie unter Verwendung eines Anti-OPG-Antikorpers oder Biotm-Streptovidin- 
Affmitatskomplexes und dergleichen ein. 

Antikorper 

Erfindungsgemafl umfaBt sind ferner Antikorper, die spezifisch an OPG binden. Die Antigene zur HersteUung 
von Antikorpem konnen Polypeptide oder Peptide voflstandiger Lange sein, die einen Teil der OPG-Sequenz 
abdecken. Die immunologischen Vorgehensweisen zur HersteUung von gegenuberOPG reaktiven polyklonalen 
oder monoklonalen Antikorpem sind dem Fachmann bekannt (siehe z. B. Harlow und Lane, Antibodies: A 
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor N.Y. (!988)> Die auf diese 
Weise hergesteUten Antikorper werden unter Anwendung von standardisierten Enzym-gekoppelten Immunoas- 
says hinsichtlich ihrer Bindungsspezifitat und Ephoperkennung charakterisiert Die Antikorper scnheBen auch 
chimare Antikorper mit variablen und konstanten Domanenregionen ein, welche von unterschiedhchen Spezies 
abgdeitet sind. Nach einer Ausfuhrungsform sind die chimaren Antikorper humanisierte Antikorper mit mun- 
nen variablen Domanen und humanen konstanten Domanen. Ebenfalls umfaBt sind Regionen, dje <he Komple- 
mentaritat bestimmen und auf ein humanes Framework-Segment aufgepfropft sind(sogenaimte CDR-gepfropf- 
te Antikorper). Chimare und CDR-gepfropfte Antikorper werden unter Anwendung von rekombinanten Ver- 
fahren hergestellt, die dem Fachmann bekannt sind. Ebenfalls umfaBt sind in Mausen genenerte humane 

A ^°SSohiiigsgem5Ben Anti-OPG-Antikorper konnen als Affinitatsmittel eingesetzt werden, um OPG aus 
biologischen Proben zu reinigen (siehe Beispiel 10). In einem Verfahren wird der Antikorper an CnBr-aktmerte 
Sepharose immobilisiert, und eine Saule des Antikorper/Sepharose-IConjugats wird eingesetzt, um OPGaus 
flussigen Proben zu entferaen. Die Antikorper werden auch als diagnostische Reagenzien eingesetztum OPG m 
biologischen Proben anhand von nachf olgend beschriebenen Verfahren nachzuweisen und zu quantifizieren. 

Pharmazeutische Zusammensetzungen 

Dutch die Erfindung werden ferner pharmazeutische Zusammensetzungen bereitgesteUt, die eine therapeu- 
tisch wirksame Menge des erfmdungsgemaBen P lypeptids zusammen mh einem phannazeuttsch vertragbcnen 
Verdunnungsmittel, Trager, Losungsvermittler, Emulgator, Konsenderungsmhtel und/oder Adjuvans umfassen. 
Der Begriff "therapeutiscb wirksam Menge- bezieht sich auf eine Menge, die angesichts ernes spezmzierten 
ZustandL und eines bestimmten Verabreicfaungsweges einen merapeutiscben Effekt ausubt Die Zusammenset- 
zung kann in einer flussigen oder lyophilisierten Form voriiegen und umfaBt ein Verdunnungsmittel (Tns-, 
Acetat- oder Phosphatpuff er) mit vielfaltigea pH-Werten und Ionenstarken, emen Losungsvermittler wie Tween 
oder Polysorbat, Trager wie humanes Serumalhnmin oder Gelatine, Koiiservierungsst ffe wie Thimerosal oder 
Benzylalk hoL und antioxidative Stoffe wie Ascorbinsaure oder Natriumbisulfh. Ebenfalls wngeschl sserj ismd 
Zusammensetzungen, di zurSteig rung der Loslichk it oder Stability mit wasserldskchen Polymeren modifi- 
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ziertes OPG umfassen. Die Zusammensetzungen konnen fur eine k ntrollierte Abgabe Qber einen ausgedehnten 
Zeitraum auch den Einbau von OPG in Liposomen, Mikroemulsionen, Micellen oder Vesikel umfassea Aus- 
driicklich konnen OPG-Zusammensetzungen den Einbau in polymere Matrizes wie Hydrogele, Silikone, Poly- 
ethylene, Ethyl nvinylacetat-Copolymere, oder blol gisch abbaubare Polymere umfassen. Beispiele fur Hydro- 
5 gele schlieBen PolyhydroxyalkyLmethacrylate (p-HEMA), Polyacryiamid, Porymethacrylamid, Polyvinylpyrroli- 
don, Polyvinylalkohol und vielfaltige Potyelektrolytkomplexe ein. Beispiele fur biologisch abbaubare Polymere 
schlieBen Poiymilchsaure (PLA), Polyglykolsaure (PGA), Copolymere von PLA und PGA, Polyamide und 
Copolymere von Polyamiden und Polyester ein. Andere Formulierungen zur kontrollierten Freisetzung schlie- 
Ben Mikrokapsel, MikrokQgelchen, makromolekulare Komplexe und polymere Kugelchen ein, die durch Injek- 

io tion verabreicht werden konnen. 

Die Auswahl einer bestimmten Zusammensetzung wird von einer Reihe von Faktoren abhangen, einschlieB- 
lich des zu behandelnden Zustandes, des Verabreichungsweges und der gewunschten pharmakokinetischen 
Parameter. Einen umfassenderen Oberblick uber Komponenten, die fur pharmazeutische Zusammensetzungen 
geeignet sind, Iiefert Remington's Pharmaceutical Sciences, 18. Ausgabe, AJR. Gennaro (Hrsg-X Hrsg. Mack, 

15 Easton,PA(1980X 

Die erfindungsgemaBen Zusammensetzungen konnen durch Injektion, entweder subkutan, intravends oder 
intramuskular, oder durch orale, nasale, pulmonale oder rektale Verabreichung verabfolgt werden. Die schlieB- 
lich gewahlte Art und Weise der Verabreichung wird von einer Reihe von Faktoren abhangen und kann von 
einem Fachmann ermittelt werden. 
20 Durch die Erftndung werden ferner pharmazeutische Zusammensetzungen bereitgesteilt, die eine therapeu- 
tisch wirksame Menge der erfindungsgemaBen Nukleinsauren zusammen mit einem pharmazeutisch vertragli- 
chen Adjuvans umfassen. Die Nukleinsaurezusammensetzungen sind geeignet fur das Ausbringen eines Teils 
oder der Gesamtheit der fur OPG kodierenden Region an Zellen und Gewebe als Teil eines Antisense- oder 
Gentherapieplans. 

25 

Behandlungsverfahren 

Das Knochengewebe stellt eine Stfitze fur den Kdrper dar und besteht aus Mineralien (im wesentlichen 
Calcium und PhosphorX einer Matrix aus koliagenen und nicht-kollagenen Proteinen. und Zellen. Drei der in 

30 Knochen, Osteozyten, Osteoblasten und Osteoklasten auffindbaren Zelltypen sind bei dem dynamischen ProzeB 
involviert, durch den Knochen kontinuierlich gebildet und resorbiert wird. Die Osteoblasten fordern die Bildung 
des Knochengewebes, wohingegen die Osteoklasten mit der Resorption im Zusammenhang stehen. Die Resorp- 
tion oder die Zersetzung der Knochenmatrix und Mineralien ist vergiichen mit der Knochenbildung ein schneller 
und effbdenter Vorgang und kann zur Freisetzung von groBen Mengen an Mineralien aus dem Knochen fuhren. 

35 Die Osteoklasten sind bei der Regulation der normalen Umformung von Skelettgewebe und bei der durch 
Hormone induzierten Resorption beteiligt Beispielsweise wird die Resorption stimuliert durch die Sekretion 
von Parathormon als Antwort auf sinkende Konzentrationen an Calciumionen in extrazellularen Flussigkeiten. 
Im Gegensatz dazu ist die Hemmung der Resorption die gnmdlegende Funktion von Calcitonin. ZusatzHch 
verandern Metabofiten von Vitamin D das Ansprechen von Knochen auf Parathormon und Calcitonin. 

40 Nach der Sketettmaturitit spiegelt die Menge an Knochen im Skelett das Gleichgewicht (oder Ungleichge- 
wicht) zwischen Knochenbildung und Knochenresorption wieder. Ein Spitzenwert fur Knochenmasse tritt nach 
Skelettmaturitat vor dem 4. Lebensjahrzehnt in Erscheinung. Zwischen dem 4. und 5. Lebensjahrzehnt verlagert 
sich das Gleichgewicht und die Knochenresorption uberwiegt. Die unausweich£che Abnahme der Knochenmas- 
se mit steigendem Alter beginnt bei Frauen fruher als bei Minnern und wird bei bestimmten Frauen nach der 

45 Menopause deutlich beschleunigt (grundsatzfich bei Frauen, die von kaukasischen und asiatischen Vorfahren 
abstammen). 

Bei der Osteopenie handeh es skh urn einen Zustand, der im allgemeinen mit jeglicher Abnahme der 
Knochenmasse auf Werte unterhalb des normalen Bereichs zusammenhangt. Ein derartiger Zustand kann aus 
einer sinkenden Knochensyntheserate oder aus einer ansteigenden Knochenzerstdrungsrate oder aus beidem 

50 hervorgehen. Die hiufxgste Form der Osteopenie ist in erster Linie die Osteoporose, die audi als postmenopau- 
sale und senile Osteoporose bezeichnet wird. Diese Form der Osteoporose ist eine Folge des mh dem Alter 
stattfindenden unrverseUen Knochenschwunds und ist gewdhnlich ein Ergebnis einer ansteigenden Knochenre- 
sorption bet normaler Knochenbfldungsrate Etwa 25 bis 30% aller weiBen Frauen in den Vereinigten Staaten 
entwidkeln symptomatische Osteoporose. Es besteht eine direkte Beziehung zwischen der Osteoporose und der 

55 Inzidenz von Hurt-, Oberschenkel-, Oberschenkelhals- und intertrochantaren Frakturen bei Frauen im Alter von 
45 Jahren und mehr. Altere Manner entwickeln eine symptomatische Osteoporose im Alter zwischen 50 und 70, 
aber die Erkrankung befaDt in erster Linie Frauen. 

Die Ursache der postmenopausalen und senilen Osteoporose ist unbekannt Mehrere Faktoren, die zu dem 
Zustand beitragen konnen, sind identifiziert worden. Sie schlieBen die mit dem Altera einhergehende VerSnde- 

50 rung der H rmonspiegel sowie einen inadSquaten Calciumverbrauch ein, der auf eine absinkende intestinale 
Resorption von C^M^™ und anderen Mineralien zuruckzufuhren ist. Die Behandlungsf ormen haben gewdhnlidi 
ine Hormontherapi oder Mahnmgserginzung e n umfaBt, urn zu versuchen, den ProzeB zu verzdgern. Bis heute 
existiert jedoch keine wirksame Behandhmgsf orm fur Knochenschwund. 
Durch die vorliegende Erfmdung wird ein Verfahren zur Behandlung einer Knochenerkrankung unter Ver- 

65 wendung einer therapeutisch wirksamen Menge an OPG bereitgesteilt Die Knochenerkrankung kann jedwede 
Stdrung sein, die durch einen Nettoverhist an Knochenmasse gekennzeichnet ist (Osteopenie oder OsteolyseX 
Im allgemeinen wird eine Behandlung mh OPG in Erwagung gezogen, wenn es notwendig ist, die Knochenre- 
s rptionsrate zu suppriemieren. Demgem&fi kann eine Behandlung erfolgen, damit die Knochenresorptionsrate 
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zu verringern, wenn die Resorptionsrate einen Wert oberhalb des normalen Bereichs aufweist, oder um die 
Knochenresorption auf Werte unterhalb des normalen Bereichs zu reduzieren, damit die unterhalb des normalen 
Bereichs liegenden Werte der Knochenbildung kompensiert werden. 

Die rnit OPG behandelbaren Zustande schlieBen die folgenden ein: 
Osteoporose, wie primare Osteoporose, endokrine Osteoporose (Hyperthyreoidismus, Hyperparathyreoidis- 
mus, Cushing-Syndrom und Akromegalie), erbliche und kongenhale Formen der Osteoporose (Osteogenesis 
iroperfekta, Homozystinurie, Menkes-Syndrom und Riley-Day-Syndrom), und Osteoporose aufgrund einer Im- 
mobilisierungder Extremitaten. 

Paget-Krankheit (Osteitis deformans) bei Erwachsenen und Jugendlichen. 

Osteomyelitis, oder eine inf ektiose Lasion im Knochen, die zu Knochenschwund fuhrt. 

Hyperkalzamie, resultierend aus soliden Tumoren (Brust, Lunge und Niere) und hamatologischen Malignita- 
ten (multiples Myelom, Lymphom und Leukamie), idiopathische Hyperkalzamie, und Hyperkalzamie, die mit 
Hyperthyreoidismus und Nierenfunktionsstorungen assoziiert ist 

Osteopenie als Folge einer Operation, induziert durch Verabreichung von Steroiden, und assoziiert mit 
Storungendes Dunn- und Dickdarms und mit chronischen Leber- und NierenerkrankungeiL 

Knochennekrose, oder Absterben der Knochenzellen, das mit einer traumatischen Verletzung assoziiert ist, 
oder eine nichttraumatische Nekrose, die mit der Gaucher-Krankheit, SicheteeUenanamie, systemischem Lupus 
erythematodes und anderen Storungszustanden zusammenhangt 

Knochenschwund aufgrund von rheumatoider Arthritis. Paradontaler Knochenschwund 

Osteolytische M etastase. . „ , _ „ _ . „ 

Es wird davon ausgegangen, daB OPG allein oder in Verbindung nut anderen Faktoren fur die Behandlung 
von Knochenerkrankungen eingesetzt werden kann. In einer Ausfuhrungsform wird Osteoprotegerin in Verbin- 
dung mh einer therapeutist* wirksamen Menge eines Faktors eingesetzt, welcher die Knochenbildung stimu- 
liert Derartige Faktoren schlieBen die osteomorphogen Faktoren mit der Bezeichnung BMP-1 bis BMP-12, den 
transformierenden Wachstumsfaktor-P CTGF-» und Vertreter der TGF-0-Famifie, Interieukin-l-Inhibitoren, 
TNFa-Inhibitoren, Parathormon und Analoga desselben, Nebenschilddruse-verwandtes Protein und Analoga 
desselben, Prostaglandin der £-Reihe, Bisphosphonate (wie Alendronat und andereX und knochenstarkende 
Mineralien wie Fluorid und Calcium ein, smdabernicht hierauf beschrankt . . 0 , . 

Die folgenden Beispiele dienen der eingehenderen Veranschaulichung der Erfindung, wobei sie den Schutzbe- 
reich derselben jedoch nicht beschranken sollen. 

Beipiel 1 

Identifizierung und Isolierung der Ratten-OPG-cDNA 

Die Materialien und Verf ahren zur Klonierung und Analyse einer cDNA sind beschrieben von Maniatis et aL, 
ibid Die Polyraerasekettenreaktionen (PCR) erfoigten unter Verwendung eines Thermocyciers des Typs9600 
von Perkin-Elmer und unter Einsatz einer PCR-Reaktionsmischung (Boehringer-Mannheim) und von Pnmer- 
konzentrationen entsprechend den HersteUerangabea Im allgemeinen wurden 25-50 uJ iimfassende Reak- 
tionsansatze bei 94°C denaturiert und anschlieBend fiber 20-40 Zyklen jeweds 5 Sekunden Iang bei 94 C, 5 
Sekunden lang bei 50-60°C und 3-5 Minuten lang bei 72° C inkubiert Die Reaktionen wurden anschlieBend 
3-5 Minuten Iang bei 72°C behandelt We Reaktionsansatze wurden nachfolgend mittels Gelelektrophorese 
anarysiert gemaB Darlegung von Maniatis et aL, ibkL 

Eine cDN A-Bibliothek wurde hergestellt unter Verwendung von mRNA, die aus embryonalem d20 Darm zur 
EST-Analyse isoliert worden war (Adams et aL, Science 252, 1651-1656 (1991 )X Die l^ttenembryos wiirden 
seziert, und der gesamte, sich entwickelnde Dunn- und Dickdann wurde entfemt und mrt PBS gewaschenJDie 
Gesamt-Zell-RNA der Zellen wurde geremigt durch Saureguanidmthk>Q^ 

(Chomczynski und Sacchi, AnaL Biochem. 162, 156-159 (1987)), Die Poly(A)+-mRr^-Fratoon wurde ausder 
Gesamt-RNA-Praparation erhalten durch Adsorption an und Elution von Dynabeads Ohgo (cTT)25 (Dynal 
Corp.! wobei die vom HersteUer empfohlenen Vorgehensweisen angewendet wurden. Unter Verwendung des 
Superscript Plasmid-Systems (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) wurde durch random pruning eine ^N^-BibUot- 
hek hergesteUt Der fur die cDNA eingesetzte Random- Primer, der eine interne Notf-Restnknonsstelle entnan, 
wurde zum Starten der Erststrang-Synthese eingesetzt und wies die folgende Sequenz auf: 

5 r a r^zn Arm* a A A AAGCGGCCGCTACANNNNNN1INT— 3 9 (SEQ ID NO: 1) 

NotI 



Fur die Erststrang-Synthese wurden drei getr nnte Reaktionsansatze zusammengesteilt die 23 \ig Polj<A>-R- 
NA und 120 ng, 360 ng oder 1080 ng Random-Primer enthidten. Nachder Zweits^-Syn^ese^^^ 
Reaktionsprodukte getrennt extrahiert mit einer Mischung aus Phenol^oroform: Isoamylalkohol ^erhalmis 
25 • 24 • 1) und anschlieBend mit Ethanol gefallt Die doppelstrangigen (ds) cDNA-Produfcte aus den drei Reak- 
tionen wurden vereinigt und mit don folgenden doppelstrangigen OUgonukleotid-Adapter ugiert: 
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5'-TCGACCCACGCGTCCG-3' (SEQ ID NO: 2) 
3'-GGGTGCGCAGGCp-5' (SEQ ID NO: 3) 

5 

Nach der Ligation wurde die cDNA vollstandig mit NotI verdaut, dann mit Phenol:Chloroform:Isoamyialko- 
hol (25 : 24 : 1) extrahiert und schlieBlich mit Ethanol gefallL Die resuspendierte cDNA wurde anschlieBend der 
GroBe nach fraktioniert durch Gelfiltration unter Verwendung vorgefertigter Saulen, die mk dem Superscript 

io Plasmid-System (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) bereitgestellt wurden, entsprechend den Empfehlungen des 
HersteOers. Die beiden die grdBten cDNA-Produkte enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, mit Ethanol 
gefailt und anschlieBend direktional ligiert mit NotI- und Sall-verdauter DNA des Vektors pM OB (Strathmann 
et aL, 1991). Die figierte cDNA wurde durch Elektroporation in kompetente ElectroMAX DH10B E coli (Gibco 
BRL, Gaithersburg, MD) eingefuhrt Zur automatischen Sequenzanalyse wurden ungefShr 10 000 Transfonnan- 

15 ten auf 20 cm x 20 cm Agarplatten ausplattiert die mit Ampicfllin angereichertes LB-Nahrmedium enthielten. 
Die gebildeten Kolonien wurden entnommen und in Mikrotiterplatten mh 96 Vertiefungen uberf uhrt, die 200 ml 
L-Bruhe, 7,5% Glycerin und 50 y,g/ml Ampicillin enthielten. Die Kuhuren wurden uber Nacht bei 37°C kultiviert, 
und es wurde unter Verwendung eines sterilen, 96 Nadeln aufweisenden Replikainstruments ein doppeher Satz 
von Mikrotiterplatten hergestellt, bevor beide Sttze zur weiteren Analyse bei —80° C aufbewahrt wurden. Zur 

20 Klonierung der cDNA in voilstandiger Lange wurden ungefahr 1 000 000 Transformanten auf 96 bakterielle 
Ampicillinplatten ausplattiert, die jeweils etwa 1 0 000 Klone enthielten. Die Plasmid-DNA aus jedem Pool wurde 
unter Verwendung des Qiagen Plasmid Maxi Kits (Qiagen Corp., Bundesrepublik Deutschland) getrennt isoliert 
und fur PCR-Analysen in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen uberfuhrt 
Um zufallige Klone der cDNA aus dem Darm der f etalen Ratte zu sequenzieren, wurden Glycerin-Vorratsan- 

25 s§tze auf getaut und kleine Aliquots im Verhahnis 1 : 25 mit destiOiertem Wasser verdOnnt Ungefahr 3,0 pi der 
verdunnten Bakterienkulturen wurden der PCR-Reaktionsmischung (Boehringer-Mannheim) zugegeben, die die 
folgenden Oligonukleotide enthielt: 

^ 5 ' -TGTAAAACGACGGCCAGT-3 9 (SEQ ID NO: 4) 

5 9 -CAGGAAACAGCTATGACC-3 ' (SEQ ID NO: 5) 



35 Die Reaktionsansatze wurden in einem Thermocycler (Perkin-Elmer 9600) unter den folgenden Zyklusbedin- 
gungen inkubiert: 2 Minuten lang bei 94° C; 30 Zyklen 5 Sekunden lang bei 94° Q 5 Sekunden lang bei 50°Q und 
3 Minuten lang bei 72° C; 4 Minuten lang bei 72° C Nach der Inkubation in dem Thermocycler wurden die 
Reaktionsansatze mit 2,0 ml Wasser verdunnt Die ampli&derten DNA-Fragmente wurden weiter gereinigt 
unter Verwendung von Centricon-Saulen (Princeton Separations) unter Anwendung der vom Hersteller emp- 

40 fohlenen Vorgehensweisen. Die PCR-Reaktionsprodukte wurden mh einem automatisierten DNA-Sequenzier- 
gerat des Typs 373A von Applied Biosystems unter Verwendung von T3-Primer (Oligonukleotid 353-23; 
5'-CAATTAACCCT-CACTAAAGG-3') (SEQ ID NO: 6f)-Taq dye-terminator reactions (Applied Biosystems) 
nach den vom Hersteller empf ohlenen Vorgehensweisen sequenziert 

Die resnltierende 5 f -Nukieotidsequenz v die von zufallig gepickten cDNA-Klonen erhalten wurde, wurde 

45 translatiert und anschlieBend unter Anwendung einer modifizierten Version des FASTA-Programms (Pearson et 
aL, Meth. EnzyinoL 183, (1990)) mit in Datenbinken vorhandenen bekannten Proteinsequenzen verglichen. Die 
translatierten Sequenzen wurden ferner analysiert auf Anwesenheit eines spezifischen Cystein-reichen Protein- 
motivs, das in alien bekannten Vertretera der Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR)-Superf amilie gefunden 
wird (Smith et aL, Cell 76, 959—962 (1994)), wobei das Sequenzprofilverfahren von Gribskov et aL (Proa NatL 

50 Acad. ScL USA 83, 4355—4359 (1987)) gem&B Modification von Luethy et aL (Protein Science 3,139—146 (1994)) 
angewendet wurde, 

Unter Verwendung der FASTA- und Profil-Suchdaten wurde als ein moglicher neuer Veitreter der TNFR-Su- 
perfamilie ein EST mit der Bezekhnung FRI-1 (Fetal Rat Intestine-1) identifiziert FRI-1 enthielt ein ungefahr 
600 bp groBes Insert mit einem LORF von etwa 150 Aminosauren, Die nichstkommende Sequenz in der 

55 Datenbank war der TNFR des humanen Typs II (TNFR-2). Die verglichene Region wies im Bereich dieses 150 
Aminosauren umfassenden LORFs erne ~43%ige Homologie zwischen TNFR-2 und FRI-1 auf. Die unter 
Verwendung der ersten und zweiten Cystein-reichen Wiederholungen der TNFR-Superf amilie durchgefuhrte 
Profilanalyse ergab einen Z-Wert von 8, was darauf hinweist, daB das Gen FRI-1 moglicherweise fur ein neues 
Familienmitglied kodiert FQr die Ablehung der Struktur des FRI-1 -Produkts wurde die intestinale cDNA-Bi- 

60 bliothek der fetal n Ratte nach Klonen voilstandiger Lange abgesucht Die folgenden Oligonukleotide wurd n 
aus derursprunglichen FRI-1 -Sequenz abgeleitet: 

5 ' -GCATTATGACCCAGAAACCGGAC-3 ' (SEQ ID NO: 7) 
« 5 ' -AGGTAGCGCCCTTCCTCACA!PTC-3 ' (SEQ ID NO: 8) 
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Diese Primer wurden in PCR-Reaktionen eingesetzt, urn 96 Pools von Plasmid-DNA einem Screening zu 
unterziehen, wobei jeder Pool plasmidare DNA von 10 000 unabhangigen cDNA-KIone enthielt. Ungefahr 1 \ig 
der Plasmidpool-DNA wurd in einer PCR-Reaktionsmischung (Bo hringer-Mannheim) ampiifiziert unter Ein- 
satz eines tberraischen Cyclers mit 96 Vertiefungen von Perkin-Elmer, wobei die folgenden Zyklusbedingungen 
angewendet wurden: 2 Minuten lang bei 94°Q 1 Zykhis; 15 Sekunden lang bei 94° C, dann 45 Sekunden lang bei 5 
65° G 30 Zyklen; 7 Minuten lang bei 65° G 1 Zyklus. Die PCR-Reaktionsprodukte wurden mittels Gelelektropho- 
rese analysiert 13 von 96 Pjasmid-DNA-Pools ergaben ampltflzierte DNA-Produkte mit der erwarteten relati- 
ven Molekulmasse. 

Die DNA aus einem posiuven Pool wurde eingesetzt, urn kompetente Electro MAX DH10B E. coli (Gibco 
BRL, Gaithersburg, MD) wie oben bescbrieben zu transformieren. Ungefahr 40 000 Transformanten wurden auf to 
sterile Nitrocellulosefilter(BA-85, Schleicher und Schuell) auspiattiert und anschlieBend abgesucht durch Kolo- 
niehybridisierung unter Verwendung einer mit 32 P-dCTP markierten Version des oben erhaltenen PCR-Pro- 
dukts. Die Filter wurden in 5x SSC, 50% entionisiertes Form amid, 5x Denhardfs-Losung, 0,5% SDS, und 
100 pg/ml denaturierte Lachsspenn-DNA 2—4 Stunden iang bei 42°C prahybridisiert Die Filter wurden an- 
schlieBend in 5 x SSC, 50% entionisiertes Formamid, 2X Denhardfs-Losung, 04 % SDS, 100 jig/ml denaturierte is 
Lachssperm-DNA, und - 5 ng/ml markierte Sonde fur eine Zeitdauer von 18 Stunden bei 42*C hybridisiert Die 
Filter wurden anschlieBend jeweils 10 Minuten lang in 2X SSC bei RT, in IX SSC bei 55°C und schlieBlich 
10—15 Minuten lang bei 55°C in 0,5X SSC gewaschen. Hybridisierende Klone wurden im AnschluB an eine 
Autoradiographic nachgewiesen und nachfolgend fur ein sekundares Screening auf Nitrocellulosefilter replat- 
txert Beim sekundaren Screening wurde ein Plasmidklon (pBl.l) isoiiert, anschlieBend in LB-Medium enthaltend 20 
100 ng/ml Ampicillin amplifiziert, und die plasmidare DNA wurde erhahea Beide Strange des 2,4 kb groBen 
pB 1.1 -Inserts wurden sequenziert 

Die Sequenz des pBi.l-Inserts wurde im Rahmen einer FASTA-Suche in der offentlicben Datenbank einge- 
setzt, urn irgendwelche bestehenden Sequenzpaarungen und/oder -ahnlichkehen aurzufindeiL Es wurden keine 
Paarungen mh irgendwelchen bekannten Genen oder ESTs gefunden, obgleich es eine ungefahr 45%ige 25 
Ahnlichkeit mit den humanen und murinen TNFR-2-Genen gab. Am Basenpaar 124 der Nukleotidsequenz wird 
ein Methionin-Startkodon gefunden, welchem ein LORF folgt, der fQr 401 Aminosaurereste kodiert und am 
Basenpaar 1327 endet. Das 401 Aminosaurereste aufweisende Produkt besitzt vorhersagegemaB ein hydropho- 
bes Signalpepdd von ungefahr 31 Resten an seinem N-Terminus sowie 4 potentielle Stellen einer N-verknupften 
Giykosylierung. Unter Anwendung des PepPlot-Programms (Wisconsin GCG Package, Version 8.1) wurde 30 
keine hydrophobe, den Transmembranbereich abdeckende Sequenz identifiziert Die abgeleitete 401 Aminosau- 
ren umfassende Sequenz wurde anschlieBend eingesetzt, urn die Protein-Datenbank abzusuchen. Wiederum 
wurden keine existierenden Paarungen gefunden, obgleich es eine starke Ahnlichkeit mh vielen Vertretern der 
TNFR-Superf amilie zu geben schien, wobei insbesondere auf das TNFR-2 von Mensch und Maus hinzuweisen 
ist Ein Sequenz-Alignment dieses neuen Proteins gegenaber bekannten Vertretern der TTfFR-SuperfamiHe 35 
erfolgte unter Anwendung des Pileup-Prograrams, und das Ergebnis wurde mittels PrettyPlot (Wisconsin GCG 
Package, Version 8.1) roodifiziert Dieses Alignment zeigt eine Ware Homologie zwischen dem FRI-l-Genpro- 
dukt vollstandiger Lange nnd samtlichen anderen Mhgiiedern der TNFR-Familie. Die homologe Region liegt in 
der extrazellularen Domane von Mitgliedem der TNFR-Familie und korrespondiert mit den in der Liganden- 
Bindungsdomane dieser Proteine gefundenen vier Cystein-reichen Wiederholungen. Hierdurch wird nahegelegt, 40 
Haft das Gen FRI-1 fQr einen neuen Vertreter der TNFR-Familie kodiert Da keine den Transmembranbereich 
abdeckende Region nachgewiesen wurde zogen wir die SchluBfolgerung, daB es sich hier urn einen sezernierten 
Rezeptor handeln durfte, der den von TNFR-1 abgeleiteten loslichen Rezeptoren ahnlich ist (Kohno et ai, Proa 
NatL Acad ScL USA 87, 8331 —8335 (1990)). Aufgnind der offenbar vorliegenden biologischen Aktrvitat des 
Gens FRI-1 (siehe unt en) wurde das Produkt mit Osteoprotegerin (OPG) bezekhnet 45 

Beispiel2 

Expressionsmuster der OPG-mRNA in Geweben 

50 

Multiple humane Gewebe-Northern Blots (Clonetech) wurden mit einem mit ^P-dCTP markierten FRI- 
1 -PGR- Produkt sondiert, urn die GrdBe des humanen Transkripts zu ermitteln und die Expressionsmuster zu 
bestimmen. Die Northern Blots wurden prahybridisiert in 5X SSPE, 50% Formamid, 5 x DenhardrVLosung, 
0,5% SDS und 100 jig/ml denaturierte Lachssperm-DNA fur eine Zeitdauer von 2 bis 4 Stunden bei 42°G Die 
Blots wurden anschlieBend 18-24 Stunden lang bei 42° C in 5X SSPE, 50% Formamid, 2X Denhardfs-Losung, 55 
01% SDS, 100 jig/ml denaturierte Ladhssperm-DNA mit 5 ng/ml markierter Sonde hybridisiert Die Blots 
wurden anschlieBend jeweils 10 Minuten lang in 2X SSC bei RT, in IX SSC bei 50°C und anschlieBend 
10— 15 Minuten lang in 0,5X SSC gewaschen. . . 

Unter Verwendung einer von dem Rattengen abgeleiteten Sonde wurde in mehreren Geweben einschneBlich 
Niere, Leber, Plazenta und Herz eine vorherrschende RNA-Spezies mit iner reiativen Molekulmasse von etwa 60 
2,4 kb nachgewiesen. Die hochsten Werte wurden in der Niere nachgewiesen. Im Skelettmuskel und in der 
Bauchspeicheldriise wurden groBe mRNA-Spezies mit einer reiativen Molekulmasse von 4,5 und 7,5 kb nachge- 
wiesen. Man fand heraus, daB unter den humanen f etalen Geweben in der Niere relativ hohe Mengen der 2,4 kb 
groBen mRNA exprimiert werden. Unter Verwendung einer humanen Sonde (siehe unten) wird in den selben 
Geweben lediglich das Transkript mit einer GroBe von 2,4 kb nachgewiesen. Zusatziich wurden im Lymphkno- 65 
ten, im Thymus, in der MHz und im Blinddarm relativ hohe Mengen des 2,4 kb groBen Transkripts nachgewiesen. 
Die GroBe des sowofai von dem Oste protegeringen des Menschen als auch der Ratt nachgewiesenen Trans- 
kripts ist beinahe identisch mit der Lang des Ratteninserts pBl.l FRI-1, was darauf hinweist, daB es sich urn 

15 
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einen cDNA-KJon vollstandiger Lange handelte. 



Beispiel3 



5 



Systemische Abgabe von OPG in transgenen Mausen 



Der OPG-Klon pBl.l der Ratte wurde als Template verwendet um die kodierende Region fQr die Subklonie- 
rung in einen ApoE-Ieber-spezifischen Expressionsvektor mittels PCR zu amplifizieren (Simonet et al, J. Clin. 
Invest 94, 1310-1319 (1994X und PCT-Anmeldung Nr. US 94/11675 sowie die von den selben Anmeldem 
io eingereichte USSN 08/221 767. Fur die PCR-Amptifikation wurden die folgenden 5'- bzw. 3'-01igonukleotidpri- 
mer eingesetzt: 

5 ' -GACTAGTCCCACAATGAACAAGTGGCTGTG- 3 ' 
« (SEQ ID NOs 9) 

5 ' -ATAAGAATGCGGCCGCTAAACTATGAAACAGCCCAGTGACCATTC- 3 ' 
20 (SEQ ID NOs 10) 

Die PCR-Reaktionsmischung (Boehringer-Mannheim) wurde wie folgt behandelt: 1 Minute lang bei 94° C 1 

25 Zyklus; 20 Sekunden lang bei 94°Q 30 Sekunden lang bei 62°C und 1 Minute lang bei 74°Q 25 Zyklen. Im 
AnschluB an die Amplification wurden die Proben fiber PGR-Saulen von Qiagen gereinigt und fiber Nacht mxt 
den Restriktionsenzymen Spel und Notl verdaut Die Spaltprodukte wurden extrahiert und gefallt und in den 
ApoE-Promotor-Expressionsvektor subkloniert Vor der Mikroinjektion des resultierenden Klons HE-OPO 
wurde er sequenziert, um sicherzustellen, daB er keine Mutationen aufwies* 

30 Das Plasmid HE-OPO wurde durch zwei CsO-Dic&tegradientenzentrifuganonen gereinigt Die gereinigte 
plasmidare DNA wurde mh Xhol und Asel verdaut, und das 3,6 kb groBe transgene Insert wurde mittels 
Gelelektrophorese gereinigt Das gereinigte Fragment wurde verdOnnt mit einer Stamminjektionsldsung von 
1 |ig/ml in 5 mM Tris, pH-Wert F7,4, 0,2 mM EDTA Einzellige Embryos aus Mausen der Kreuzung BDF1 x 
BDF1 erhielten Injekttonen im wesentlichen wie beschrieben (Brinster et aU Proa NatL Acad. ScL USA 82, 4338 

35 (1985)) mit der Abweichung, daB die Injektionsnadeln vor der Verwendung abgeschragt und sflikonisiert wurden. 
Die Embryos wurden fiber Nacht in einem CO^Inkubator kultiviert, und 15 bis 20 2-zeIlige Embryos wurden in 
die Eileiter von scheinschwangeren weiblichen CD 1 -Mausen transferiert 

Nach Ablauf der Scbwangerschaft wurden aus der Implantation von mikroinjizierten Embryos 49 Nachkom- 
men erhahen. Die Nachkommenschaft wurde durch PCR-Amplifikation des integrierten Transgens in genom- 

40 ischen DNA-Proben einem Screening unterzogen. Die Zielregion fur die Amplifikation war eine 369 bp umfas- 
sende Region des humanen ApoE-Introns, das im Expressionsvektor enthalten war. Die fur die PCR-Amplifika- 
tion verwendeten Oligos waren: 



so Die PCR-Bedingtmgen waren: 2 Minuten lang bei 94° C, 1 Zyklus; 1 Minute lang bei 94° C, 20 Sekunden lang 
bei 63° C, und 30 Sekunden lang bei 72°Q 30 Zyklen, Von den ursprfingBch 49 Nachkommen erwiesen sich 9 als 
PCR-posithre transgene Tiere. 

Im Alter von 8— 10 Wochen wurden 5 transgene Tiere (2, 1 1, 16, 17 und 28) und 5 Kontrolltiere (1, 12, 15, 18 und 
30) fur eine Nekropsie und pathologische Analyse eingeschiaf ert Die Leber wurde aus den verbleibenden 4 

55 transgenen Tieren durch partieUe Hepatektomie isoliert FQr die partiefle Hepatektomie wurden die Manse 
betaubt, und ein Leberiappen wurde chirurgisch entfemt Aus den Lebera samtlicher transgener Here sowie der 
5 negattven KontroOtiere desselben Wurfes wurde zellulare Gesamt-RNA wie beschrieben isoliert (McDonald 
et al, Meth. EnzymoL 152; 219 (1987)). Mit diesen Proben wurde one Northern Blot-Analyse durchgefuhrt, um 
das AusmaB der transgenea Expression zu ermitteln. UngefahrJO |ig Gesamt-RNA aus jeder Tierieber. wurdea 

60 mittels denaturierender Elektroph resegele aufgetrennt (Ogden et aL, Meth, Enz ymoL 152; 61 (1987)), anschfie- 
Bend auf HYBOND-N-Nylonmembran (Amersham) fiberfuhrt und mh ^-dCTP-maririerter DNA des pBl.l-In- 
serts sondiert Die Hybridisierung wurde fiber Nacht bei 42° C in 50% Formamid, 5X SSPE, 0£% SDS, 5X 
Denhardfs-L6sung, 100 ug/ml denaturiert Lachssperm-DNA mit 2—4 x 10 6 cpm markierter Sonde/mi Hybri- 
disierungspuffer durchgefuhrt Im AnschluB an die Hybridisierung wurden di Bl ts 2-mal fQr jeweils 5 Minuten 

65 bei Raumtemperatur in 2X SSC, 0,1% SDS, und anschHe&end 2 x jeweils 5— 10 Minuten lang bei 55°C in 0,1 x 
SSQ 0,1% SDS gewaschen. Im AnschluB an die Autoradiographic wurde die Expression des Transgens in 
behandehen und KontroQtieren desselben Wurfes bestimmt 
Die Daten der Northern Blots zeigen, daB 7 der transgenen Here nachweisbare Mengen der transgenen 



45 



5'-GCC TCT AGA AAG AGC TGG GAC-3' 
5'-CGC CGT GTT CCA TTT ATG AGC-3' 



(SEQ ID NO: 11) 
(SEQ 10 NO: 12) 
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mRNA exprimieren (Tiere #2, 1 1, 16, 17, 22, 33 und 45). Die negativen Kontrollmause und eines der transgenen 
Here (#28) exprimierten keine mit dem Transgen in Zusammenhang stehende mRNA. Da OPC vorhersagege- 
maB ein sezerniertes Protein ist, sollte eine Oberexpression von transgener mRNA steQvertretend sein filr die 
Menge an systeraisch abgegebenem Genprodukt Von den Mausen, die sich in der PGR und im Northern Blot 
positiv zeigten, exprimierten die Tiere 2, 17 und 22 die groBten Mengen an transgener mRNA und konnen auf 5 
Wirtszellen und Gewebe umfassendere biologische Effekte ausuben. 

Beispiel4 

Biologische Aktivitat von OPG 10 

Funf der transgenen Mause (Here 2, 11, 16, 17 und 28) und 5 Kontrolltfere desselben Wurfes (Here 1, 12, 15, 18 
und 30) wurden unter Anwendung der folgenden Vorgehensweisen fur eine Nekropsie und pathologische 
Analyse eingeschlafert: vor der Euthanasie wurden die Identifizierungsnummern samtlicher Tiere uberpruft, und 
anschlieBend wurden sie gewogen und einer Anasthesie und Blutabnahme zugefuhrt Das Blut wurde sowohl als 15 
Serum als auch als Vollblut aufgehoben fur eine vollstandige chemische Serum- und Hamatologie-Panel-Unter- 
suchung. Die Rdntgenaufnahme erfolgte unmittelbar nach der abschlieBenden Anasthesie durch letale CO2- In- 
halation und vor der Dissektion. Hieran anschlieBend wurden die Gewebe entfernt und fur eine histok>gische 
Untersuchung in 10% gepuffertem Zn-Formalin fbciert Die gesammelten Gewebe umfaBten Leber, Miiz, 
Bauchspeicheldruse, Magen, Zwdlffingerdarm, Ileum, Colon, Niere, Fortpflanzungsorgane, Haut- und Brustdru- 20 
sen, Knochen, Gehirn, Herz, Lunge, Thymus, Luftrohre, Osophagus, Schilddruse, Jejunum, Zakum, Rektum, 
Nebennieren, Harnblase und SkelettmuskeL Vor der Fixierung wurden die Gewichte der vollstandigen Organe 
Leber, Magen, Niere, Nebennieren, Mitz und Thymus ermittelt Nach der Foderung wurden die Gewebe zu 
Paraffinblocken verarbeitet, und es wurden Schnitte mit einer Dicke von 3 [im erhaltea Das Knochengewebe 
wurde unter Verwendung einer Ameisensaurelosung entkaflct, und samthche Schnitte wurden mit Hamatoxylin 25 
und Eosin gefarbt Zusatzlich wurden bestimmte Gewebe durch Gomoh-Silberimpragnation und Masson-Flr- 
bung gefarbt Die enzymhistochemische Untersuchung erfolgte, um cue Expression der Tartratresistenten sau- 
ren Phosphatase (TRAP) zu ermitteln, wobei es sich hier um ein Enzym handelt, welches von Osteoklasten, 
vielkernigen Knochen-resorbierenden Zellen der Monozyten-Makrophagen-Abstammung, in hohem Mafie ex- 
primiert wird. Die immunhistochemische Untersuchungen in bezug auf BrdU und das Monozyten-Makropha- 30 
gen-Oberflachenantigen F480 wurden ebenf alls durchgefuhrt, um replizierende ZeOen bzw. Zellen der Monozy- 
ten-Makrophagen-Abstaromung nachzuweisen. Um die Expression des Oberfiachenantigens F480 nachzuwei- 
' sen, wurden mit Formalin flxierte, in Paraffin eingebettete Schnitte mit einer Dicke von 4 iim entparaffiniert und 
mit entionisiertem Wasser hydratisiert Die Schnitte wurden mit 3% Wasserstoffperoxid abgeschreckt, rah 
Protein-Block (Lipshaw, Pittsburgh, PA) bloddert und anschlieBend mit monoklonalem Anti-Maus F480 der 35 
Ratte inkubiert (Harlan, Indianapolis, IN). Dieser Antikdrper wurde durch biotinylierte Anti-Ratten-Immunglo- 
bulin-Antikorper des Kaninchens und Peroxidase-konjugiertem Streptavidin (BioGenex San Ramon, CA) mit 
DAB als Chromagen nachgewiesen (BioTek, Santa Barbara, CA). Die Schnitte wurden mit Hamatoxylin gegen- 
gefarbt. 

Bei der Dissektion und Beobachtung der viszeralen Gewebe wurden in den transgenen Expressoren und in 40 
den Kontrolltieren desselben Wurfes keine Abnormalitaten gefunden, Eine Analyse der Organgewichte zeigt, 
daB die GroBe der Milz in den transgenen Mausen gegenuber den Kontrollen um etwa 38% zunahm. Bei den 
transgenen Expressoren wurde eine (eichte VergroBerung der Thrombozyten sowie eine erhohte Anzahl an 
zirkulierenden ungeArbten Zellen gefunden. Bei den transgenen Expressoren wurde ein marginales Absinken 
des Tfarombozytenspiegels beobachtet ZusatzHch tendierten die Werte fur Harnsaure, Harnstickstoff und 45 
alkalische Phosphatase im Serum der transgenen Expressoren nach unten. Man steilte fest, daB die Expressoren 
eine erhohte Kontrastdichte des Skeletts aufwiesen, einsdilieBlich Rdhrenknochen (Oberschenkef), Wirbel und 
platte Knochen (Becken). Die relative GroBe der Oberschenkel bei den Expressoren unterschied sich nicht von 
derjenigen bei Kontrollmausen. 

Eine histologische Analyse von gefarbten Knochenschnhten aus den OPG- Expressoren zeigt eine schwere 50 
Osteopetrose mit vorhandenen Knorpeluberresten aus der primaren Spongiosa, (fie in den Knochentrabekel in 
der Diaphyse des Oberschenkels beobachtet wurde. in den Oberschenkelschnitten war ein kkr defmierter 
Kortex nicht identifizierbar. Bei normalen Tieren ist die zentrale Diaphyse mh Knochenmark gefullt Wirbelsch- 
nitte zetgen ebenf alls osteopetrotische Veranderungen, was bedeutet, daB die durch OPG induzierten Skelett- 
veranderungen systemisch waren. Das restliche Knochenmark wies vorherrschend myeloische Hemente auf. 55 
Megakariozyten waren vorhanden, Die Retikulinfarbungen lieferten keine Anzeichen einer Retikuiinablage- 
rung. Die immunhistochemische Untersuchung nach F48Q, einem ZeUoberflachenantigen, welches von Zellen 
der Monozyten-Makrophagen-Abstammung in der Maus exprimiert wird, zeigte das Vorhandensein von 
F480-positiven Zellen in den Markhdhlen. Direkt neben den trabekularen Knochenoberfltchen konnten fokaie, 
abgeflachte, F480-poshive Zellen nachgewiesen werden. 60 

Die die Knochentrabekel beschichteten mesenchymalen Zellen waren abgeflacht und schienen inaktiv zu sein, 
Auf der Grundlage der H&E- und TRAP-Farbungen wurden Osteoklasten auf den Oberflachen trabekularer 
Knochen in den OPG-Expressoren nur in geringer Anzahl gefunden. Im Gegensatz dazu wurden in der Knorpel 
resorbierenden Wachstumszone Osteoklasten und/oder Chondroklasten beobachtet, wobei ihre Anzahl im 
Vergleich zu Kontrollen aber reduziert sein kann. Ferner waren auf der kortikalen Oberflache der Metaphyse, 65 
wo die Umfonnungsakthdtat gewdhnlich stark ausgepragt ist, ebenf alls Osteoklasten vorhanden, Der vorherr- 
schende Unterschied zwischen den Expressoren und den Kontrolltieren ist die ausgepragte Abnahme der 
trabekularen Osteoklasten, sowohl in den Wirbeln als auch in den Oberschenkeln. Das AusmaB der Knochenak- 
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(cumulation war direkt korreliert mh der Menge an OPG-transgener mRNA, die durcfa Northern Blotting von 
Gesamt-RNA der Leber nachgewiesen wurde. 

Die Milzorgane d r OPG-Express ren wiesen eine erhdhte Menge an roter MOzpulpa auf, wobei die Expan- 
sion auf einer gesteigerten Hamatopoese beruht Samtliche hamatopoetischen Abstammung n werden repra- 
5 sentiert F480-positive Zellen waren in der roten Miizpuipa v n sowohl Kontrolltieren als aucfa v n OPG-Ex- 
pressoren vorhanden. Zwei der Expressoren (2 und 17) wiesen in der Leber Foci extramedularer Hamatopoese 
auf, was wahrscheinlich auf das osteopetrotische Knochenmark zuruckzufuhren ist 

Es gab keine f eststeilbaren Abnormalitaten in dem Thymus, den Lymphknoten, dem Magen-Darm-Trakt, dem 
Pankreato-hepatobiliaren Trakt, dem Respirations trakt, dem Fortpflanzungssystem, dem urogenitalen System, 
io der Haut, dem Nervensystem, dem Herzen und der Aorta, der Brust, dein Skelettmuskel und im Fett 

Beispiel5 

Isoiierung von muriner und humaner OPG-cDNA 

15 

Ein mit dem 5 r -Ende der murinen OPG-mRNA korrespondierender cDNA-Klon wurde mittels PCR-Ampifi- 
kation aus einer Mausnieren-cDNA-Bibliothek (Clontech) isoliert Die Oligonukleotide wurden von der OFG- 
cDNA-Sequenz der Ratte abgelettet und werden nachfolgend wiedergegeben: 

20 5 ' — ATCAAAGGCAGGGCATACTTCCTG-3 ' (SEQ ID NO: 13) 

5 * — GTTGCACTCCTGTTTCACGGTCTG— 3 * (SEQ ID NOs 14) 



25 



30 



35 



50 



55 



60 



65 



5 ' — CAAGACACCTTGAAGGGCCTGATG-3 ' (SEQ ID NOs 15) 
5 ' -TAACTTTTACAGAAGAGCATCAGC-3 ' (SEQ ID NO: 16) 

5 9 -AGCGCGGCCGCATGAACAAGTGGCTGTGCTGCG-3 ' (SEQ ID NO: 17) 
5 ' — AGCTCTAGAGAAACAGCCCAGTGACCATTCC— 3 ' (SEQ ID NO: 18) 



Die anhand dieses Verfahrens erhaltenen partieilen und die vollstandige Lange aufweisenden cDNA-Produk- 
te wurden sequenziert. Das Produkt vollstandiger Lange wurde mit NotI und Xbal verdaut und anschlieBend 
direktionaJ in den Plasmidvektor pRcCMV (Invitrogen) kloniert Das resultierende Plasmid erhielt die Bezeich- 
nung pRcCMV-Mu-OPG. Die Nukleotidsequenz des klonierten Produkts wurde mit der cDNA-Sequenz vom 
40 OPG der Ratte verglichen. 1m Bereich der den OPG-LORF abdeckenden, 1300 bp umfassenden Region waren 
die DNA-Sequenzen der Ratte und der Maus ungefahr 88% identisch. Die cDNA-Sequenz der Maus enthielt 
einen 401 Aminosauren umfassenden LORF, welcher im Vergletch zu der OPG-Proteinsequenz der Ratte eine 
Identitat ohne LQcken von ~94% aufwies. Dies zeigt, daB die isofierte cDNA-Sequenz der Maus fOr das murine 
OPG- Protein kodiert, und daB die Sequenz und Struktur wahrend der Evolution im hohen MaBe fconservxert 
45 worden sind. Die OPG-Proteinsequenz der Maus enthalt an seinem N-Terminus ein kientisches putatives 
Signalpeptid, und samtliche vier potentiellen Stellen einer N-verknupften Glykosyfienmg sind konserviert 

Eine partiefle humane OPG-cDNA wurde aus einer humanen Nieren-cDNA-Bibliothek unter Verwendung 
der folgenden Ratten-spezifischen Oligonukleotide kloniert: 



5'-GTG AAG CTG TGC AAG AAC CTG ATG— 3 9 (SEQ ID NOs 19) 
5'-ATC AAA GGC AGG GCA TAG TTC CTG-3' (SEQ ID NOs 20) 

Dieses PCR-Produkt wurde sequenziert und fOr die Schaffung von Primern zur Amplifikation des 3'-Endes der 
humanen cDNA eingesetzt, wobei als Template ein humaner genomischer OPG-KIon in Lambda verwendet 
wurde: 

5 ' -TCCGTAAGAAACAGCCCAGTGACC-3 ' (SEQ ID NOs 29) 
5 9 -CAGATCCTGAAGCTGCTCAGTTTG-3 ' (SEQ ID NO: 21) 

Das amplifizierte PCR-Produkt wurde sequenziert und zusammen mh der Sequenz des 5'-Endes zur Schaf- 
fung von human-spezifischen 5'- und 3 f -PrimermolekQlen verwendet die fur die Amplifikation der volistandigen, 
fOr humanes OPG kodierenden cDNA-Sequenzen geeignet sind: 
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5 ' -AGCGCGGCCGCGGGGACCACAA.TGAACAAGTTG— 3 ' (SEQ ID NO: 22) 
5 9 -AGCTCTAGAATTGTGAGGAAACAGCTCAA.TGGC-3 ' (SEQ ID NO: 23) 



Das humane PCR-Produkt vollstandiger Lange wurde sequenziert und anscfalieBend unter Verwendung von 
NotI und Xbal direktional in den Plasmidvektor pRcCMV (Invitrogen) kloniert Das resuhierende Plasmid 
erhielt die Bezeichnung pRcCMV-human OPG. Die Nukleotidsequenz des klonierten Produkts wurde mit den 
cDNA-Sequenzen des Ratten- und Maus-OPGs vergiichen. fan Bereich der den OPG-LORF abdeckenden, 1300 
bp umfassenden Region waren die DNA-Sequenzen der Ratte und der Maus ungefahr 78—88% identisch mit 
der humanen OPG-cDNA. Die humane OPG-cDNA-Sequenz enthielt ebenfalls einen 401 Anrinosauren umfas- 
senden LORF, welcher mit den Proteinsequenzen der Ratte und der Maus vergiichen wurde. Das vorhergesagte 
humane OPG-Protein ist ungefahr zu 85% und zu 90% identisch mit den Proteinen der Ratte bzw. der Maus. Ein 
Sequenz-Alignment der Proteine der Ratte, der Maus und des Menschen zeigt, daB sie wahrend der Evolution in 
hohem MaBe konserviert worden sind. Das humane Protein weist nach Vorhersage ein N-terminales Signalpep- 
tid sowie 5 potentielle Stellen einer N-verknupften Glykosylierung auf, von denen 4 unter den OPG-Proteinen 
der Ratte und der Maus konserviert sind. 

Die DNA- sowie die abgelehete Aminosauresequenz vom OPG der Maus ist in den Fig. 9A und 9B (SEQ ID 
NO: 122) dargestelit Die DNA- und abgeleitete Aminosauresequenz von humanem OPG ist in den Fig. 9C und 
9D (SEQ ID NO: 124) dargestelit Ein Vergieich der Aminosauresequenzen vom OPG der Ratte, der Maus und 
des Menschen ist in den Fig. 9E und 9F dargestelit ^ ^ 

Die Isolierung zusatzlicher humaner OPG-cDNA-Klone ergab die Existenz eines Basenaustauschs von G zu C 
an Position 103 der in Fig. 9C dargesteUten DNA-Sequenz. Dieser Nukleotidaustausch fOhrt an Position 3 der in 
Fig. 9C dargesteUten Aminosauresequenz zur Substitution eines Lysins durch ein Asparagm. Der Rest der 
Sequenz in Klonen mit diesem Austausch war identisch mit der in den Fig. 9C und 9D. 

Beispiel 6 

Entwickhing eines dreidimensionalen OPG-Strukturmodells 

Der aminoterminale Bereich von OPG weist eine Homologie zu dem extrazellularen Bereich afler bekannten 
Mitglieder der TNFR-Superfamilie auf (Fig. IC). Das bedeutendste Motiv in dieser Region von TNFR-verwand- 
ten Genen ist eine -40 Aminosauren umfassende, Cystein-reiche Wiederholungssequenz, die sich zu distinkten 
Strukturen faltet (Banner et aU Cell 73, 431 —445 (1993)). Dieses Motiv tritt gewohnlich in vier (Bereich 3—6) 
Tandem-Wiederhokingen (siehe Fig. 1C) auf und ist bekanntermaBen an der ligandenbindung beteiligt (Beutler 
und van HuffeL Science 264, 667-663 (1994)). Jede Wiederholung enthalt gewohnlich sechs vonemander ent- 
fernte Cysteinreste, die bei der Ausbikiung dreier Disulfidbindnngen mit der Bezeichnung SSI, SS2 und SS3 
innerhalb der Domane beteiligt sind (Banner et aL, ibid.). Bei einigen Rezeptoren wie TNFR2, CD30 und CD40, 
enthalten einige der Wiederholnngsdomanen ledigUch zwei innerhalb der Kette vorhandene Disuffidbindungen 

(SSlundSS3X . n T . .... . 

Die humane OPG-Proteinsequenz wurde unter Anwendung von Verfahren gemaB Luethy et aU ibid, einem 
Alignment mit einem Profil der ertrazelluiaren Domane von TNFR1 unterzogen, und die Ergebnisse wurden 
unter Anwendung des PrettyPlot-Programms von Wisconsin Package, Version 8.1 (Genetics Computer Group, 
Madison, WI) graphisch dargestelit (Fig. 10). Das Afigmnent zeigt eine klare Konservierung von Cyteinresten, 
die bei der Mdung der Domanen 1 -4 involviert sind Dieses Alignment wurde anschhefiend zur Schaffung eines 
dreidimensionalen (3-D) Modells der humanen, N-terminalen OPG-Domane eingesetzt, wobei als Template die 
bekannte 3-D-Struktur der extrazellularen Domane von p55 TNFR1 (Banner et aU ibid) emgesetzt wurde. 
Hierfur wurden die Atomkoordinaten des Peptidrtickgrats und der Seitenketten identischer Reste von den 
Kristallstrukturkoordinaten von TNFR1 kopiert. Hieran anschlieBend wurden die Qbrigen Koordinaten fQr die 
Insertionen und unterschiecffichen Seitenketten unter Anwendung des LOOK-Programms (Molecular Applica- 
tions Group, Palo Alto, CA) generiert Das 3-D-Modell wurde unter Anwendung von LOOK anschheBend durch 
Minimierung seiner konformationellen Energie verfeinert 

Durch Analogie mit anderen Vertretern der TNFR-Famitie wird davon ausgegangen, daB OPG an einen 
Liganden bindet Fur das Modelling der Interaktion zwischen OPG und seinem Liganden wurde die Knstall- 
struktur von TNF-B eingesetzt, urn eine 3-D-Darstellung eines "OPG-Liganden" zu simulieren. Diese paten 
wurden unter Anwendung von Molscript (Kraulis, J. ApplCryst.24, 946-950, 1991) graphiscb dargestelit (siehe 
Fig- 111 Ein Modell ffir den OPG/Liganden-Komplex mit 3 TNF-p- und 3 OPG-Molekulen wurde hergesteQt, 
wobei die relativen Positionen von OPG in der Kristallstruktur mit TNFR1 identisch sind Dieses Model! wurde 
anschlieBend eingesetzt, um die Rest von OPG aufzufinden, die mit seinem liganden interagieren konnten. 
wobei der folgende Ansatz verfolgt wurde: Der fur Losungsmittel zugangliche Bereich samtiicher Reste in dem 
Komplex und ein einzelnes OPG^ModeU wurd n berechnet Die Reste, deren Zuganglichkeit sich un Kompiex 
und im Monomer unterscheiden, interagieren wahrscheialich mit dem Liganden. 

Die Aminosauresequenzen vom OPG des Menschen und der Maus warden unter Verwendung dieser Infor- 
mation erneut einem Alignment zugefuhrt, am Sequenzen hervorzuheben, welche jede der Cystein-reicnen 
DomSnen 1-4 umfassen (Fig. 12A und 12B). Jed Domane weist vorhersagbare mdividuelle Struktureigen- 
schaften auf: 
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Domane 1 

Sie enthalt 4 Cysteine, die an den SS2 (C41 bis C54> und SS3 (C44 bis C62)-Disulfidbmdimgeii beteiligt sind 
Obgleich keine auf DisuifidbrGcken basierende SSl-Bindung evident ist, ist das konservierte Tyrosin an Position 
28 hornolog zu Y20 in TNFR1, das bekanntennaBen bei der Interaktion mit H66 zur UnterstOtzung der 
Domanenbildung beteiligt ist OPG weist an Position 75 ein homologes Histidin auf, was darauf hinweist, daB 
OPG Y28 und H75 ira nativen Protein zusammengesetzt sind, wie es bei homologen Resten in TNFR1 der Fall 
ist. DemgemaB konnen tatsachlich beide dieser Reste fur die biologische AJctivitat wichtig sein, und N-terminale 
OPG-VerkQrzungen bis zu und uber Y28 hinaus konnen uber eine veranderte AJctivitat verfugen. Zusatzlich 
wird anhand unseres drei-dimensionalen Modells vorhergesagt, daB die Reste E34 und K43 mit einem gebunde- 
nen Liganden interagiereiL 

Domane 2 

Sie enthalt 6 Cysteine und enthalt vorhersagegemaB SSI (C65 bis C80)-, SS2 (C83 bis C98> und SS3 (C87 bis 
C105)*Disulfidbindungen. Diese OPG-Region enthalt ebenfalls eine sich von P66 bis Q91 erstreckende Region, 
die sich mit dera Teil der TNFR1 -Domane 2 in einem Alignment befindet, der einen engen Kontakt mit TNFp 
ausbildet (siehe oben), und mit einem OPG-Liganden interagieren kann. Nach Vorhersage anhand unserer 
Strukturdaten interagieren insbesondere die Reste P66, H68, Y69, Y70, T71, D72, S73, H75, T76, S77, D78, E79, 
L81, Y82, P85, V86, K88, £89, L90 und Q91 mit einem gebunden Liganden. 

Domane 3 

Sie enthalt 4 Cysteine, die an SSI (C107 bis CI 18)- und SS3 (C124 bis Cl42)-Disulfidbindungen, nicht aber an 
einer SS2-Bindung beteiligt sind. Nach Vorhersage anhand unserer Strukturdaten interagieren die Reste El 15, 
LI 18 und Kl 19 mit einem OPG-Liganden. 

Domane 4 

Sie enthalt ahnlich der Domane 3 4 Cysteine, die an SSI (C145 bis C160)- und SS3 (C166 bis C185>Disulfidbin- 
dungen, nicht aber an einer SS2-Bindung beteiligt sind. Unsere Strukturdaten ergeben, daB £153 und S155 mit 
einem OPG-Liganden interagieren. 

DemgemaB fuhrt das vorhergesagte OPG-Strukturmodell zur Identifizierung einer Reihe von hochkonser- 
vierten Resten, die fur dessen biologische AJctivitat wahrscheinlich wichtig sind. 

Beispiel7 

Herstellung von rekombinanten, sezernierten OPG-Proteinen in SaugerzeHen 

Urn festzusteHen, ob OPG tatsachlich ein sezerniertes Protein ist, wurde die OPG-cDNA der Maus mit der 
humanen IgGl Fc-Domane als Tag fusioniert (Capon et aL, Nature 337, 525—531 (1989)) und in humanen 
293-Fibroblasten exprimiert Die Fc-Fusionen erfolgten unter Verwendung des Vektors pFc-A3. pFc-A3 enthalt 
die fur den Fc-Teil der schweren Kette des humanen Immungiobulins IgG-yl kodierende Region (Ellison et aL, 
ibid.) von der ersten Aminosaure der Gelenkdomane (Glu-99) bis zum Carboxyterminus und ist flankiert von 
einer S'-Notl-Fusionsstelle und 3 f -SalI- und Xbal-SteQen. Das Plasmid wurde durch PCR-Amplifikation der 
humanen Muz-cDNA-Bibliothek (Clontech) hergestellt Die PCR-Reaktionen erfolgten in einem Endvolumen 
von 100 ul unter Verwendung von 2 Einheiten Vent DNA-Polymerase (New England Biolabs) in 20 mM 
Tris-HQ (pH-Wert 8J&\ 10 mM KO, 10|iM (NIU)2 SO4, 2 mM MgSQ4. 0,1% Triton X-100 mh 400 uM eines 
jeden dNTPs und 1 ng der zu amplifizierenden cDNA-Bibliothek zusammen mit 1 uM eines jeden Primers. Die 
Reaktionen wurden inhiiert durdi Denaturierung bei 95° C fur 2 Minuten sowie durch anschlieBende 30 Zyklen 
bei 95° C fur 30 Sekunden, 55° C fur 30 Sekunden und 73° C fur 2 Minuten. Der 5 r -Primcr 

5 ' — ATAGCG^CGCTGAGCCQAAATCTTGTGACAAAACTCAC 3' 
(SEQ ID NO: 24) 

umfaBte eine Notl-SteOe unmittelbar 5' vom ersten Rest (Glu-99) der Gelenkdomane von IgG-yL Der 3'-Primer 

5 ' •TCTAGAGTCQACTTMCATTTACCCGGAfiA^ 9 
(SEQ ID NO: 25) 

umfaBte Sail* und Xbal-Stellen. Das 717 bp umfassende PCR-Produkt wurde mh NotI und Sail verdant, mhtels 
Elektrophorese in l%iger Agarose (FMC Corp.) isoliert, durch das Gen e dean-Verfahren (BIO 101, Ina) gerei- 
nigt und in den mit NotI und Sail verdauten Vektor pBhxescript n KS (Stratagene) kloniert Das Insert des 
resultierenden Plasmids, pFc- A3, wurde sequenziert, urn die Naturtreue der PCR-Reaktion zu bestatigen. 
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Die im Plasmid pRcCMV-MuOPG klonierte cDNA der Maus wurd unter Verwendung der folgenden beiden 
Satze an Primerpaaren ampiifiziert: 

Paar 1 

5 ' -CCTCTGAGCTCAAGCTTCCGAGGACCACAATGAACAAG-3 ' 
(SEQ ID NO: 26) 



5 ' -CCTCTGCGGCCGCTAAGCAGCTTATTTTCACGGATTQAACCTG-3 ' 
(SEQ ID NO: 27) 



Paar 2 

5 ' - CCTCTGAGCTC AAGCTTCCGAGGACCACAATGAACAAG- 3 ' 
(SEQ ID NO: 28) 



5 '-CCTCTGCGGCCGCTGTTGCATTTCCTTTCTG-3 ' 
(SEQ ID NO: 30) 



Das erste Paar fuhrt zur Amplifikation des gesamten OPG-LORF und zur Schaffung einer Notl-Restriktions- 
stelle, weiche mit der im Leserahmen befindlichen Notl-Stelle im Fc-Fusionsvektor pFcA3 korapatibel ist 
pFcA3 wurde hergestellt durcfa Etablierung einer Notl-Restriktionsstelle 5' vom Asparaginsaurerest 216 der 
humanen IgGl Fc-cDNA. Durch dieses Konstrukt wird ein Linker eingefuhrt, der fur 2 irrelevante Aminosauren 
kodiert, weiche die Verbindung zwischen dem OPG-Protein und der IgG Fc-Region abdecken. Dieses Produkt 
wurde im Faile der Verknupfung mit dem Fc-Antefl fur samtKche 401 OPG-Reste und direkt anschlieBend 
samtiiche 227 Aminosaurereste der humanen IgGl Fc-Region (FIJFc) kodieren. Das zweite Primerpaar fuhrt zur 
Amplifikation der DNA-Sequenzen, die fur die ersten 180 Aminosaurereste von OPG kodieren, weiche dessen 
putative LJganden-Bindungsdomane umfassen. Wie oben ausgefuhrt, wird durch den 3'-Primer eine kunstiiche 
Notl-Restriktionsstelie geschaffen, die zur direkten Fusion des C-terminal verkurzten OPG-LORF an Position 
Threonin 180 mit der IgGl Fc-Domane (Sta.) fuhrt 

Die Verknupfungsstelle in der Aminosanresequenz, an welcher der OPG-Rest 401 und der Asparaginsaurerest 
221 der humanen Fc-Region verknupft werden, kann wie folgt modifiziert werden: Die fur die Reste 216—220 
der humanen Fc-Region kodierende DNA kann wie nachfolgend beschrieben deletiert werden, oder der mit 
C220 der humanen Fc-Region korrespondierende Cysteinrest kann entweder zu Serin oder Alanin mutiert 
werden. Das durch diese modifizierten Vektoren kodierte OPG-Fc-Fusionsprotein kann zur Transfektion von 
humanen 293-ZeUen oder von CHO-Zellen eingesetzt werden, und rekombinantes OPG-Fc-Fusionsprotein 
kann wie nachfolgend beschrieben gereinigt werden. 

Beide Produkte wurden direktional in den Plasmidvektor pCEP4 (Invitrogen) kloniert pCEP4 enthait den 
Replikationsursprung des Epstein-Barr- Virus und ist in der Lage zur episomalen Replikation in 293-EBNA- 
1 -Zellen. Unter Anwendung der vom Hersteller empfohlenen Verfahren wurden der Muttervektor pCEP4 sowie 
die Vektoren pCEP4-F!JFc und pCEP4-CTJ r c mittels Lipofektion in29S-EBNA-l-ZeBen eingefuhrt. Die transfi- 
zierten Zellen wurden anschlieBend zur Auswahl den Vektor exprinrierender Zellen einer Selektion in 100 ug/ml 
Hygromycin unterzogen, und die resultierenden AiOTeiraittel-resistenten Massenkuhuren wurden bis zur Kon- 
fluenz kultiviert Die Zellen wurden anschlieBend 72 Stunden lang in serumfreiem Medium kultiviert, und das 
konditionierte Medium wurde entfernt und mittels SDS-PAGE analysiert Durch Silberfarbung des Polyacryia- 
midgels wurden die von den Arzneimittel-resistenten 293-Kulturen produzierten Hauptproteine des konditio- 
nierten Mediums nachgewiesea In den durch pCEP4-Fl Jc und pCEP4-CT-Fc konditionierten Medien wurden 
einmalige Banden der vorhergesagten GroBen in groBem Umfang sekretiert (siehe Fig. 13B und 13C). Das 
Fc-Fusionsprotein voflstandiger Lange akkumulierte in einer hohen Konzentration, wodurch angezeigt wird, 
daB es stabil sein kann. Beide Fc-Fusionsproteine. wurden in Western Blots mh anti-human IgGl Fc-Antikorpern 
(Pierce) nachgewiesen, wodurch gezeigt wird, daB sie rekombinante OPG- Produkte sind 

Die OPG-Fc-Fusionsproteine vollstandiger Lange wurden nach den Empfehlungen des Herstellers mittels 
Protein-A-Saulenchromatographie (Pierce) gereinigL Das Protein wurde anschlieBend einer N-terminalen Se- 
quenzanalyse durch automatisierten Edman-Abbau im wesentlichen gemaB Darlegung von Matsudaira et al (J. 
BioL Chem. 262, 10—35 (1987)) zugefuhrt Nach 19 Zyklen wurde die folgende Aminosauresequenz ermittelt: 

NH2-E TLPPKYLHYDPETGHQL L-C02H 
(SEQ ID NOs 31) 
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Diese Sequenz war identisch mit der vorhergesagten, am Aminosaurerest 22 beginnenden Aminosaurese- 
quenz vom OPG der Maus, wodurch nahegelegt wird, daB sich die naturliche Sauger-Leader-Spaltstelle nicht, 
wie ursprungiich vorhergesagt, zwischen den Amin saureresten Y31 — D32, sondern zwischen Q21 — E22 befin- 
det Die in 293-EBNA-Zellen mit pCEP4-Fl.Fc und pCEP4-CTPc durchgefuhrten Expressionsexperimente 
zeigen, daB OPG ein sezemiertes Protein ist und systemisch die Bindung seines Liganden bewirken kann. 

Ahniiche Verfahren, wie sie zur Herstellung und Expression der muOPG[22-180]-Fc- undmuOPG[2-401}-Fc- 
Fusionen angewendet werden, wurden fur zusatz&che murine und humane OPG-Fc-Fusionsproteine eingesetzt 

Das Konstrukt einer Fusion der fur die Aminosauren 1—185 kodierenden murinen OPG-cDNA mit der 
Fc-Region von humanem IgGl [muOPG Ct(185)»Fc] wurde wie folgt geschaffen. Murine OPG-cDNA aus dem 
Plasmid pRcCMV Mu Osteoprotegerin (in Beispiel 5 beschrieben) wurde unter Verwendung des folgenden 
Primerpaares in einer Polymerasekettenreaktion wie oben beschrieben amplifiziert: 

1333-82: 

5'-TCC CTT GCC CTG ACC ACT CTT-3' 
(SEQ ID NO: 32) 

1333-80: 

5'-CCT CTG CGG CCG CAC ACA CGT TGT CAT GTG TTG C-3' 
(SEQ ID NO: 33) 

Dieses Primerpaar fuhrt zur Amplifikation der fur die Aminosaurereste 63—185 (korrespondierend mit bp 
278—645) des in Fig; 9A dargesteQten OPG-Leserahmens kodierenden Region der murinen OPG-cDNA. Der 
3'-Primer enthalt eine Notl-Restriktionsstelle, die mit der im Leserahmen befindiichen Notl-Stelle des Fc-Fu- 
sionsvektors pFcA3 kompatibel ist Das Produkt deckt ferner eine am bp 436 lokalisierte einmaiige EcoRI-Re- 
striktionsstelle ab. Das amplifizierte PCR-Produkt wurde gereinigt, mit NotI und EooRI gespalten, und das 
resultierende EooRI-Notl-Restriktionsfragment wurde gereinigt Der Vektor p€EP4 mit dem murinen 1—401 
OPG-Fc-Fusionsinsert wurde mh EooRI und NotI gespahen, gereinigt, und mit dem oben generierten PCR-Pro- 
dukt ligierL Der resultierende, auf pCEP4 basierende Expressionsvektor kodiert fur die OPG-Reste 1 — 185, 
direkt gefolgt von samtlichen 227 Aminosaureresten der humanen IgGl-Fc-Region. Der murine OPG 1 — 185.Fc- 
Fusionsvektor wurde mittels Transfektion in 293-Zellen eingefuhrt, bevor diese einer Arzneimhtel-Selektion 
unterzogen wurden und das konditionierte Medium wie oben beschrieben produziert wurde. Das resultierende 
sekretierte murine OPG 1 — 185Pc-Fusionsprodukt wurde nach den Empfehlungen des Herstellers mittels 
Protein-A-Saulenchromatographie (Fierce) gereinigt 

Das Konstrukt der Fusion der fur die Aminosaurereste 1—194 kodierenden murinen OPG-DNA mit der 
Fc-Region von humanem IgGl (muOPG Ct(194)Pc) wurde wie folgt geschaffen, Die OPG-cDNA der Maus von 
dem Plasmid pRcCMV Mu-Osteoprotegerin wurde unter Verwendung der folgenden Primerpaare amplifiziert: 

1333-82 5 

5'-TCC CTT GCC CTG ACC ACT CTT-3' 
(SEQ ID NO: 34) 

1333-81r 

5'-CCT CTG CGG CCG CCT TTT GCG TGG CTT CTC TGT T-3' 
(SEQ XD NO: 35) 

Dieses Primerpaar fuhrt zur Amplifikation der fur di Aminosaurereste 70— 194 (korrespondierend mit bp 
298—672) des OPG-Leserahmens kodierenden Region der murinen OPG-cDNA. Der 3'-Priroer enthalt eine 
N tl-Restrikubnsstelle, die mit der im Leserahmen befindiichen Notl-Stelle des Fc-Fusionsvektors pFcA3 
kompatibel ist Das Produkt deckt ferner eine am bp 436 lokalisierte einmaiige EcoRI-Restriktionsstelle ah. Das 
amplifizierte PCR-Produkt wurde wie oben beschrieben in den murine OPG[1-401] Fc-Fusionsvektor kloniert 
Der resultierende, auf pCEP4-basierende Expressi nsvektor kodiert fur die OPG-Reste 1—194, direkt gefolgt 
von samtlichen 227 Aminosaureresten der humanen IgGl Fc-Region. Der murine OPG 1— 194J ? c-Fusionsvek- 
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t r wurde mittels TYansfektion in 293-ZeIIen etngefuhrt, bevor eine Arzneimittel-Selektion erfolgte und das 
konditionicrte Medium produziert wurde. Das resultierende sekretierte Fuaonsproduict wurde nach den Emp- 
f ehlungen des Herstellers mittels Protein- A-Saulenchroraatographie (Pierce) gereinigt 

Das Konstmkt der Fusion der fur die Aminosauren 1—401 kodierenden humanen OPG-DNA mit der 
Fc- Region von humanem IgGl wurde wie folgt geschaffen. Die humane OPG-DNA im Plasmid pRcCMV-hu 5 
Osteoprotegerin (in Beispiel 5 beschrieben) wurde unter Verwendung der folgenden Oligonukleotidprimer 
ampUfiziert: 

1254-90: 10 
5'-CCT CTG AGC TCA AGC TTG GTT TCC GGG GAC CAC AAT G-3' 
(SEQ ID NO: 36) 



1254-95: 

5'-CCT CTG CGG CCG CTA AGC AGC TTA TTT TTA CTG AAT GG-3 ' 
(SEQ ID NO: 37) 



Das resultierende PCR-Produkt kodiert fur das humane OPG-Protein voilstandiger Lange und schafft eine 
Notl-Restriktionsstelle, die mit der tm Leserahmen befmdlichen Notl-Stelle des Fc-Fusionsvektors FcA3 kom- 
patibel ist Das PCR-Produkt wurde wie oben beschrieben direktional in den Plasmidvektor pCEP4 kloniert Der 25 
resultierende Expressionsvektor kodiert fur die Reste 1—401 von humanem OPG, direkt gefolgt von 227 
Aminosaureresten der humanen IgGl Fc-Region. Konditioniertes Medium von transfizierten und Arzneimittel- 
selektierten Zellen wurde produziert, und das huOPG Fl-Fc-Fusionsprodukt wurde nach den Empf ehlungen des 
Herstellers mittels Protein-A-Saulenchromatographie (Pierce) gereinigt 

Das Konstrukt der Fusion der fur die Aminosaurereste 1—201 kodierenden humanen OPG-DNA mit der 30 
Fc-Region von humanem IGgl [huOPG Ct(201)JFc] wurde wie folgt geschaffen. Die klonierte humane OPG- 
cDNA des Plasmids pRrCMV-hu Osteoprotegerin wurde mittels PGR unter Verwendung des folgenden Oligo- 
nukleotid-Primerpaares amplifiziert: 

1254-90: * 
5 ' -CCT CTG AGC TCA AGC TTG GTT TCC GGG GAC CAC AAT G-3 ' 
(SEQ ID NO: 38) 



1254-92: 

5 '-CCT CTG CGG CCG CCA GGG TAA CAT CTA TTC.CAC-3' 
(SEQ ID HO: 39) 



Dieses Primerpaar fuhrt zur Amplifikation der fur die Aminosaurereste 1—201 des OPG-Leserahmens 
kodierenden Region der humanen OPG-cDNA und schafft am 3 f -Ende eine Notl-RestriktionssteUe, die mit der 50 
im Leserahmen befmdlichen Notl-Stelle des Fc-Fusionsvektors FcA3 kompatibel ist Dieses Produkt kodiert nn 
Fafle der Verknupfung mit dem Fc-Anteil fur die OPG-Reste 1 -201, direkt gefolgt von samtlichen 221 Ammo- 
saureresten der humanen IgGl Fc-Region. Das PCR-Produkt wurde wie oben beschrieben direktional in den 
Plasmidvektor pCEP4 kloniert Konditioniertes Medium von transfizierten und Arzneimittel-selektierten Zellen 
wurde produziert und die hu OPG Ct( 201).Fc-Fusionsprodukte wurden nach dem Empfehlungen des Herstel- 55 
lers mittels Protein-A-Saulenchromatographie (Pierce) gereinigt 

Die folgenden Vorgehensweisen wurden zur Herstellung und Expression von unfusioniertem munnen und 
humanen OPG angewendet . - 

Ein Plasmid fur die Expression von murinem OPG voilstandiger Lange (Reste 1-401) in Saugern wurd 
geschaffen durch PCR-Amplifikation des murinen OPG-cDNA-lnserts von pRcCMV Mu-Osteoprotegenn und 60 
Suklonierung in den Expressionsvekt r pDSRa (DeQercket aL, J. BioL Chem. 266, 3893 (1991)). Die folgenden 
Olig nukleotidprimer wurden eingesetzt: 
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1295-26: 

5'-CCG AAG CTT CCA CCA TGA ACA AGT GGC TGT GCT GC-3' • 
(SEQ ID NO: 40) 

1295-272 

5'-CCT CTG TCG ACT ATT ATA AGC AGC TTA TTT TCA CGG ATT G-3' 
(SEQ ID NO: 41) 

Der Leserahmen fur murines OPG voflstandiger Lange wurde mittels PCR wie oben beschrieben amplifiziert 
Das PCR- Produkt wurde gereinigt und entsprechend den Empfehlungen des Herstellers mit den Restriktionsen- 
donukleasen Hindi II und Xbal (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) gespahen und anschlieBend mit mittels 
Hindlll und Xbal gespaltenem pDSRa ligiert Der Nachweis rekombinanter Klone erfolgte durch Spaltung mit 
Restriktionsendonukleasen und anschlieBende Sequenzierung, urn sicherzustellen, daB w&hrend der PCR-Ampli- 
fikation keine Mutationen produziert wurden. 

Das resultierende Plasmid pDSRa-muOPG wurde durch Calcramvennitteke Transfektion (Wigler et aL, Cell 
11, 233 (1977)) in Chinesische Hamster Ovary (CHO)-Zellen eingefuhrt Individuelle Kolonien wurden auf der 
Grundlage der Expression des Dihydrofolatreduktase (DHFR)-Gens im Plasmidvektor selektiert, und mehrere 
Klone wurden isoliert Die Expression des murinen, rekombinanten OPG-Proteins wurde Qberwacht durch 
Western Blot-Analyse des von CHO-ZeQen konditkmierten Mediums. Hochexprimierende Zellen wurden aus- 
gewahlt, und die Expression von OPG wurde weiter amplifiziert durch Behandhing mh Methotrexat wie 
dargelegt (DeClerck et aL, ibid). Von CHO-ZeHinien konditioniertes Medium wurde produziert zur weheren 
Aufireinigung des rekombinanten, sekretierten, murinen OPG-Proteins. 

Ein Plasmid fur die Expression von humanem OPG vollstSndiger Lange (Aminosauren 1—401) in Saugera 
wurde generiert durch Subklonieren des cDNA-Inserts von pRcCMV-hu Osteoprotegerin direkt in den Vektor 
pDSRa (DeClerck et aL, ibid.). Das Plasmid pRcCMV-OPG wurde vollstandig mh NotI gespahen, mit Klenow 
glattendig gemacht und anschlieBend vollstandig mh Xbal verdauL Die Vektor-DNA wurde mit Hindlll gespal- 
ten, mit Klenow glattendig gemacht und anschlieBend mit Xbal verdaut, bevor sie mh dem OPG-Insert ligiert 
wurde. Rekombinante Plasmide wurden anschlieBend sequenziert, urn die korrekte Orientierung der humanen 
OPG-cDNA zu bestatigen. 

Das resultierende Plasmid pDSRa-huOPG wurde wie oben beschrieben in Chinese Hamster Ovary 
(CHO)-ZeUen eingefuhrt. Individuelle Kolonien wurden auf der Grundlage der Expression des Dihydrofolatre- 
duktase (DHFR)-Gens im Plasmidvektor selektiert, und mehrere Klone wurden isoliert. Die Expression des 
humanen, rekombinanten OPG-Proteins wurde durch Western Blot-Analyse des von CHO-ZeDen konditionier- 
ten Mediums Qberwacht Hochexprimierende Klone wurden ausgewahlt, und die Expression von OPG wurde 
weiter amplifiziert durch Behandhing mh Methotrexat. Das von humanes OPG exprimierenden CHO-Zellinien 
konditionierte Medium wurde fur die Proteinreinigung produziert 

Die HersteHung von Expressionsvektoren fur die fur murines OPG kodierenden Reste 1—185 wurde wie folgt 
durchgefQhrt Murine OPG-cDNA von pRcCMV-Mu OPG wurde unter Verwendung der folgenden Oligonu- 
kleotidprimer amplifiziert: 

1333-82: 

5'-TCC CTT GCC CTG ACC ACT CTT- 3' 
(SEQ ID NO: 42) 

1356-12 5 

5'-CCT CTG TCG ACT TAA CAC ACG TTG TCA TGT GTT GC-3' 
(SEQ ID NO: 43) 

Dieses Primerpaar fQhrt zur Amplification der fur die Aminosauren 63— 185 des OPG-Leserahmens (bp 
278—645) kodierenden Region der murinen OPG-cDNA mid enthSlt ein kunstliches Stopkodon direkt nach d m 
Cysteinkodon (C185X dem eine kunstliche Sdl-Restriktionsendonukleasestelle folgt Das vorhergesagte Produkt 
enthilt eine fur die Subklonierung in einen bereits existierenden Vekt r geeignete interne EcoRI-Restriktions- 
stelle. Nach der PCR-Amplifikati n wurde das resultierende gereinigte Produkt mit den Restriktkmsendonu- 
kleasen EcoRI und Sail gespahen, und das grofie Fragment wurde durch Verwendung eines Gels gereinigt Das 
gereinigte Produkt wurde anschlieBend in das groBe Restriktionsfragment aus einem Verdau des benbeschrie- 
benen pBluescript-muOPG FIJFc mit EcoRI und Sail subkloniert Das resultierende Plasmid wurd mh Hindlll 
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und Xhol verdaut und das kleine Fragment wurde durch Verwcndung eines Gels gereinigt Dieses Fragment, 
welches einen offenen Leserahmea enthalt der fur die Reste 1 — 185 kodiert wurde anschlieBend in den mit 
Hindin und Xhol verdauten Expressionsvektor pCEP4 subkloniert Der resultierende Vektor pmuOPG [1-185] 
kodiert fur ein verkurztes OPG-Polypeptid, das an dem an Position 185 lokalisierten Cysteinrest endet Das von 
transfizierten und Arzneimittel-selektierten Zellen konditionierte Medium wurde wie oben beschrieben produ- s 
ziert 

1333-82: 

5'-TCC CTT GCC CTG ACC ACT CTT- 3' 10 
(SEQ ID NOr 44) 



1356-13; 15 
5'-CCT CTG TCG ACT TAC TTT TGC GTG GCT TCT CTG TT-3' 
(SEQ ID NO: 45) 

20 

Dieses Primerpaar fuhrt zur Amplifikation der fur die Aminosauren 70—194 des OPG-Leserahmens (bp 
298—672) kodierenden Region der murinen OPG-cDNA und enthalt ein kunstliches Stopkodon direkt nach dem 
Lysinkodon (K194), dem eine kunstliche Sall-Restriktionsendonukleasestelle folgt Das vorhergesagte Produkt 
enthalt eine zur Subklonierung in einen bereits existierenden Vektor geeignete interne EcoRI-Restriktionsstelie. 
Nach der PCR-Amplifikation wurde das resultierende gereinigte Produkt mit den Restriktionsendonukleasen 25 
EcoRI und Sail gespalten, und das groBe Fragment wurde durch Verwendung eines Gels gereinigt Das 
gereinigte Produkt wurde anschlieBend in das groBe Restriktionsfragment eines Verdaus des oben beschriebe- 
nen pBIuescript-muOPG FIJFc mit EcoRI und Sail subkloniert Das resultierende Plasmid wurde mit Hindlll und 
Xhol verdaut, und das kleine Fragment wurde durch Verwendung eines Gels gereinigt Dieses Fragment 
welches einen offenen Leserahmen enthalt der fur die Reste 1—185 kodiert wurde anschlieBend in dea mit 30 
Hindlll und Xhol verdauten Expressionsvektor pCEP4 subkloniert Der resultierende Vektor pmuOPG [1-185] 
kodiert fur ein verkurztes OPG-Polypeptid, das an einem Lysin an Position 194 endet Das von transfizierten und 
Arzneimittel-selektierten Zellen konditionierte Medium wurde wie oben beschrieben produziert 

Mehrere Mutationen wurden am 5'-Ende des Gens huOPG [22-401>Fc generiert wodurch zwischen den 
Resten 22 bis 32 von OPG entweder Aminosauresubstitutionen oder -deletionen eingefuhrt werdea Samtliche 35 
Mutationen wurden unter Anwendung der vom Hersteller empfohlenen Bedingungen mit dem "QuickChange 
Site-Directed Mutagenesis Kit^Stratagene, San Diego, CA) generiert Kurz ausgedruckt wurde die plasmidare 
DNA huOPG [22-401 ]-Fc als Template und mutagene Primer enthaltende Reaktionsmischung in Gegenwart 
von Desoxynukleotiden mit Pfu-Polymerase behandelt und anschlieBend wie oben ausgefuhrt in einem Thermo- 
cycler amplifiziert Ein Aliquot der Reaktioo wird anschlieBend zur Transformation von kompetenten Ecob « 
XLl-Blue durch Hitzeschock eingesetzt bevor ausplattiert wurde. Die plasmidare DNA von Transformanten 
wurde anschlieBend sequenziert, um Mutationen zu bestatigen. 

Die folgenden Primerpaare wurden eingesetzt um die Reste 22—26 des humanen OPG-Gens zu deletieren, 
was zur Produktion eines huOPG [27-401>Fc-Fusk>nsproteins fuhrt: ^ 

1436-lls 

S'-TGG ACC ACC CAG AAG TAC CTT CAT TAT GAC-3' 

(SEQ ID NO: 140) » 

1436-12: 

S'-GTC ATA ATG AAG GTA CTT CTG GGT GGT CCA-3 f 55 
(SEQ ID NO: 141) 



Die folgenden Primerpaare wurden eingesetzt um die Reste 22-28 des humanen OPG-Gens zu deletieren, 60 
was zur Produktion eines huOPG[29-401]-Fc-Fusionsproteins fuhrt: 
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1436-17: 

5 ' -GGA CCA CCC AGC TTC ATT ATG ACG AA6 AAA C-3' 
(SEQ ID NO: 142) 

1436-18: 

5 ' -GTT TCT TCG TCA TAA TGA AGC TGG GTG GTC C-3 ' 
(SEQ ID NO: 143) 



Die folgenden Primerpaare wurden eingesetzt, urn die Reste 22—31 des humanen OPG-Gens zu deletieren, 
was zur Produktion eines huOPG [32-401}-Fc-Fusionsproteins fQhrt: 

1436-27: 

5 ' -GTG GAC CAC CCA GGA CGA AGA AAC CTC TC-3 ' 
(SEQ ID NO: 144) 

1436-28: 

5 ' -GAG AGG TTT CTT CGT CCT GGG TGG TCC AC-3 ' 
(SEQ ID NO: 145) 

Die folgenden Primperpaare wurden eingesetzt, um das Kodon des humanen OPG-Gens fur den Tyrosinrest 
28 durch ein solches fur Phenyialanlin auszutauschen, was zur Produktion eines huOPG [22-401]-Fc-Y28F-Fu- 
sionsproteins fuhrt: 

1436-29: 

5 * -CGT TTC CTC CAA AGT TCC TTC ATT ATG AC-3' 
(SEQ ID NO: 146) 

1436-30: 

5' -GTC ATA ATG AAG GAA CTT TGG AGG AAA CG-3' 
(SEQ ID NO: 147) 

Die folgenden Primperpaare wurden eingesetzt, um das Kodon des humanen OPG-Gens fur den Prolinrest 26 
durch ein solches fur Alanin auszutauschen, was zur Produktion eines huOPG [22-401]-Fc-P26A-Fusionsproteins 

fuhrt: 

1429-83: 

5 '-GGA AAC GTT TCC TGC AAA GTA CCT TCA TTA TG-3' 
(SEQ ID NO: 148) 

1429-84: 

5 '—CAT AAT GAA GGT ACT TTG CAG GAA ACG TTT CC-3' 
(SEQ ID NO: 149) 
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Jedes resultierende, die ge ignete Mutation enthaltende muOPG [22-401>Fc-Plasmid wurde anschlieBend zur 
Transfektion von humanen 293-ZeOen eingesetzt, und das mutante OPG-Fc-Fusionsprotein wurde aus detn 
konditionierte Medium wie oben beschrieben gereinigt Die biologische Aktivitat eines jeden Proteins wurd 5 
durch Anwendung des in Beispiei 1 1 beschriebenen in vitro- Assays zur Osteoklastenbildung analysiert 

Beispiel 8 

Expression von OPG in E. coli 10 
A. Bakterielle Expressionsvektoren 
pAMG21 

15 

Das Expressionsplasmid pAMG21 kann von dem Amgen-Expressionsvektor pCFM1656 (ATCC #69576) 
abgeleitet werden, welcher wiederum abgeleitet werden kann vom Amgen-Expressionsvektorsystem, das im 
US-Patent Nr. 4 710 473 beschrieben ist Das Plasmid pCFM1656 kann abgeleitet werden vom beschriebenen 
Plasmid pCFM836 (Patent Nr. 4 710 473) durch: (a) Zerstorung der beiden endogenen Ndel-RestriktionssteUen 
durch Auffullen der Enden mit dem Enzym T4-Polymerase und anschlieBende Ligation glatter Enden; (b) 20 
Austausch der DNA-Sequenz zwischen den einmaligen Aatll- und Clal-RestriktionssteUen, die den syntheti- 
schen PL-Promotor enthalten, durch ein ahniiches Fragment, das erhalten wurde von pCFM636 (Patent Nr. 4 71 0 
473) enthaltend den PL-Promotor 

25 

Aatll 

5' CTAATTCCGCTCTCACCTACCAAACAATGCCCCCCTGCAAAAAATAAATTCATAT^ 
3 ' XGCAGAXXAAGGCGAGAGXGGAXGG^^ 
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-AAAAAACATACAGATAACCATCTGCGGTa^AAATTATCTCT 
-XTTTTTGTAXGTCTArTGGTAGACGCCACTATTTiUlTAGAGACCGCCACA^ 



- T ACCACTGGCGGTGAT ACTGAGCACAX 3' 3' (SEQ ID NO: 53) 35 

-ATGGTGACCGCCACTAXGACTCGTGTAGCS' 5' (SEQ ID NO 5 54) 

Clal 

und anschlieBendes (c) Substituieren der kleinen DNA-Sequenz zwischen den einmaligen Qal- und Kpnl-Re- 40 
striktionsstellen durch das f olgende Oligonukleotid: 



S' CGATXXGATTCTAGAAGGWa^XAACAXATG(»TAACGCCOTG<»A 

(SEQ ID NO: 48) 
3' stu^acXAAGATCTTCCXCCXXAXXGXAXAC^ 5 ' 

Clal ^ 
(SEQ ID NO: 49) 

Das Expressionsplasmid pAMG21 kann anschlieBend abgeleitet werden von pcFM1656 durch &haffung 
einer Reihe von ortsspezifischen Basenaustauschen durch PCR-uberlappende Oligomutagenese und DNA-Se- 
quenzsabstitutionetL Beginnend mh der BglH-Stelle (Plasmid bp #180) unmittelbar 5, vom Plasmid-Repuka- 
tionspromotor PcopB und voranschreitend in Richtung der Replikationsgene des Plasmids sind die Basenpaar- 
austausche wie folgt: 



45 



50 
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DAMQ21 hp * 

# 204 

# 428 

# 509 

# 617 

# 679 

# 980 

# 994 
#1004 
#1007 
#1028 
#1047 
#1178 
#1466 
#2028 
#2187 
#2480 

# 2499-2502 



#2642 

#3435 
#3446 
#3643 



bo in nCFM165fi 

T/A 
A/T 
G/C 



G/C 
T/A 
G/C 
A/T 

c/g 

A/T 
C/G 
G/C 
G/C 
G/C 
C/G 
A/T 

AGTG 
TCAC 

TCCGAGC 
AGGCTCG 

G/C 
G/C 
A/T 



Rasenpaar-Atistaiisch in pAMG21 

C/G 
G/C 
A/T 

Insertiere zwci G/C-bp 
T/A 
C/G 
A/T 
C/G 
T/A 
T/A 
T/A 
T/A 
T/A 
bp-Deletion 
T/A 
T/A 

GTCA 
CAGT 

Deletion von 7 bp 



A/T 
A/T 
T/A 



Die DNA-Sequenz zwischen den einmaligen AatH (Position # 4364 in pCFM1656> und SacII (Position 
#4585 in pCFMl 656)-RestriktionssteIlen wird subsntuiert mit der folgenden DNA-Sequenz: 



[Idebriges Aatll-Ende] 5 • GCGTAACGTATGCATGGTCTCC- 

(Position #4358 in pAMG21) 3' TGCACGCATTGCATACGTACCAGAGG- 

-CCATGCGAGAGTAGGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGARAGGCTCAGTCGAAAGACT— 
-GGTACGCTCTCATCCCTTGACGGTCCGTAGTTTATTTTGCTTTCCGAGTG&GCTTTCTGA— 

-<3GGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGC— 
-CCCGGAAAGCAAAAXAGACAACAAAOUSCCACTTGCGAGAGGACTCAZ^ 

"OVTAAACTGCCAGGCAXCAAAXTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGT- 
H3TATTTGACGGTCCGTAGTTTAATTCGTCTTCCGGTAGGACTGCCTACCGGAAAAACGCA— 



' Aatll 

-TTCTACAAACTCTTTTGTTTAXTTTTCTAAAIACATTCA&ATATGGACGTCGTACrTAAC- 
-AAGATGTTTGAGAAAACAAATAAAAAGATTTATGTAAGTTTATACCTGCAGCATGAATTG-- 

-TTTTAAAGTATGGGCAATCAArrGCTCCTGTTAAAA IT G C T TTA GAA&IACTTTGGCAGC- 
-AAAATTTCATACCCCaTTAGTTAACGAGGACAATTTTAACGAAATCTTTATGAAftCCOTCG— 

-^SGTTTGTTGTATTGAGTTTCATTTGCGCATTGGTTAAATGGAA^ 
-COUUU^ACATAACTCAAAGTAAACGCGT^^ 

-TACAGCCTAATATTTTT GA AATAICCCAAGAG C TTTTI CC lTL H SGCAIGCCCACGCrAAAC- 
-ATGTCGGATTATAAAAACTTTATAGGGXICTCGAAAAAGGAAGCGTACGGGTGCGATTTG— 

-ATTCTTTTXCTCrri'rGGXTAAATCGITGITTGAXTTATTAI'I'l'GCtATATTTATTTTTC- 
-TAAGAAAAAGAGA A A ACCAATTTAGCAACAAACTAAATAA3AAACGATATAAATAAAAAG-- 
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^ATAATTATCAACTAGAGAAGGAACA&TTAATGGTATGTTCWACACGCATGTAAAAATA'- 
-CTATTAATAGTTGATCTCTTCCTTGTTAATTACCATACAAGTATGTGCGTACATTTTTAT- 

-AACTATCTATATAGTTGTCTTTCTCTGAATGTGCAAAACTAAGCATTCCGAAGCCAXTAT- 
-TTGATAGATATATCAACAGAAAGAGACTTACACGTTTTGATTCGTAAGGCTTCGGTAATA- 

-TAGCAGTATGAATAGGGAAACTAAACCCAGTGATAAGACCTGATGATTTCGCTTCTTTAA— 
-ATCGTCATACTTATCCCTTTGATTTGGGTCACTATTCTGGACTACTAAAGCGAAGAAATT- 

•TTACATTTGGAGATl'aTT'rATTTACAGCATTGTTTTCAAATATATTCCAAXTAATCGGTG- 
-AATGTAAACCTCTAAAAAATAAATGTCGTAACAAAAGTTTATATAAC^ 

-AATGATTGGAGTTAGAATAATCTACTATAGGATCATATTTTATTAAATTAGCGTCATCAT- 
-TTACTAACCTCAATCTTATTAGATGATATCCTAGTATAAAATAATTTAATCGCAGTAGTA- 

-AATATTGCCTCCATTTTTTAGGGT AAX TATCCAGAATTGAAATATCAGATTTAACCATAG- 
"TTATAACGGAGGTAAAAAATCCCATTAATAGGTCTTAACT7TATAGXC7AAATTGGTATC* 

-AATGAGGATAAATGAXCGCGAGTAAAXAATATTCACAATGT^ 
-TTACTCCTArTTACTAGCGCTCAXTTATTATAAGTGTO 

-ATAAGCATTGATTAATATCATTATTGCTTCTAC^^ 

-tattcgtaactaattatagtaataacgaagatctccgaaattaaaata^ 

•aagtgtcgtcggcatttatgtctttcatacccatctctttatccttacctattgtttgtc- 
-ttcacagcagccgtaaatacagaaagtatgggtagagaaataggaa 

hjcaagttttgqgtgttatatatcattaaaac^ 
h:gttcaaaacgca<»axatatagtaatttt^ 

-attggaxttttgtcacactattatatcgcttgaaatacaattgtttaacataagtacctg* 
-taacctaaaaacagtgtgataatatagcgaactctare^ 

-taggatcgtacaggtttacgcaagaaaatggtttgttatagtcgattaatcg^ 
-atcctagcatgtccaaatgcgtocttttaccaaacaaiatcagct 

hztagatttgttctaactaattaaaggagga^ 
-k^ctaaacaaaattgaxtaatttcctccttattgtataccaact 

SacII 

-GCTCACTAGTGTCGACCTGCAGGGTACCATGGAAGCTTACTC^ 



-GAAGAAGAAGAAGAAAGCCCG^^ 

H3TTCTTCTTCTTCTTTCGGGCTTTCCTTCGACTCAACCGACG 

-ACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAG 
-TGATCGTAJTGGGGAACCCCGGAGATTTGCCCAGAACTCCCC A A A A A ACGACTTTCCTCC- 

-AACCGCTCTTCACGCTCTTCACGC 3' [klebrigcs SacH-Endc] (SEQ ID NO: 50) 

-T7GGCGAGAAGTGCGAGAAGTG 5 ' (Position #5904 in pAMG21) (SEQ ID NO: 46) 



Wahrend dcr ligation der klebrigen Enden dieser Substitutions-DNA-Sequenz werden die auBen befindli- 
cfaen Aatfl- und SacII-Stellen zerstort In der substituiexten DN A gibt es einmalige AatD- und SacII-Stellen. 

pAMG22-His 

Das Expresstonsplasmid pAMG22-His kann von dem Amgen-Expressionsv ktor pAMG22 abgeleitet werden 
durch Substitution der kleinen DNA-Sequenz zwischen den einmaligen Ndel (# 4795)- und EcoRI ( # 4818)-Re- 
striktionsstellen v n pAMG22 mit dem folgenden Oligonukleotid- Duplex; 
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Ndel Kh»T Ec RI 

5 9 TAXGAAACATCATCACCATC&CCATCATGCTAGCGTTAACGCGTT^ 3 * 

(SEQ ID NO: 51) 

3 ' ACTTTGTAGTAGTGGTAGTGGTAGTACGATCGCAATTGCGCAACCTTAA 5 • 

(SEQ ID NO: 52) 

MetI.y3Hx3Hi3Hi3Hi3Hi3Hi3HisAlaSerValA3xiAlaLeuGlu 
(SEQ ID NO: 168) 

pAMG22 

Das Expressionsplasmid pAMG22 kann abgeleitet werden vom Amgen-Expressionsvektor pCFM1656 
(ATCC #69576), der wiederum vom Amgen-Expressionsvektorsystem gemaB Darlegung imaml. Dezember 
1987 erteilten US-Patent Nr. 4 710 473 abgeleitet werden kann. Das Plasmid pcFM1656 kann abgeleitet werden 
von dem beschriebenen Plasmid pCFM836 (Patent Nr. 4 710 473) durch: (a) Zerstdrung der beiden endogenen 
Ndel-Restriktionsstellen durch AuffQUen der Enden mit dem Enzym T4-Polymerase und nachfolgende ligation 
glatter Enden; (b) Austansch der den synthetischen PL-Promotor enthaltenden DNA-Sequenz zwischen den 
einmaligen AatD- und Clal-Restriktionsstellen durch ein ahnliches Fragment, erhalten von pCFM636 (Patent Nr. 
4 710 473) enthaltend den PL-Promotor 

Aafcll 

5 * CTAA3TCCGCTCTCACCTJ^« 
3 ' TCOU5ATX AAGGCGAGAGTGGA^ 

-AAAAAACATXCMATAACCATCTGCGGTGATAAATTATCTCTGGCGGTGTTGACATAJUl- 
-TTTTTTGTATGTCTATTGGTAGACGCCACTATTTAATAGAGACCGCCACAACTGTATTT- 



-TACCACTGGCGGTGATACTGAGCACAT 3' 3, (S£Q JD NQs 53) 

- ATGGTGACCGCCACTATGACTCGTGTAGCS ' 5, (SEQ ID NO: 54) 

Clal 

und anschfieBendes (c) Substhuieren der kleinen DNA-Sequenz zwischen den einmaligen Clal- und Kpnl-Re- 
striktionssteUen nut dem folgenden Oiigonukleotid: 

5 , CGATTTCATTCTAGAAGGAGGAATAACATAIGGTTIUVCGCGX^^ 3' 
(SEQ ID NO: 55) 

3' TAAACTAAGATCTTCCTCCTTATTGTATACCAATTGCGCAACCTTAAGC S' 
Clal Kpnl 
(SEQ ID NO: 56) 

Das Expressionsplasmid pAMG22 kann anschlieBend abgeleitet werden von pCFM1656 durch Schaffung 
einer Reihe von ortsspezifischen Basenaustauschen durch PCR-Qberlappende Oligomutagenese und DNA-Se- 
quenzsubsthutionen. Beginnend mit der BgHI-Stefle (Plasmid bp 4t ISO) unmittelbar 5' vom Replikationspromo- 
tor PcopB des Plasmids und voranschreitend in Richtung der Replikationsgene des Plasmids sind die Basenpaar- 
austausche wie folgt: 
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pAM<?22 bp # 


bp in OCFM1656 


bp-Austatische in pAMG22 


W AW- 


T/A 


wo 


rr 140 


A/T 








A/T 


TT OX/ 








G/C 


T/A 


# 980 

XT 


T/A 


C/G 


# 994 


G/C 


A/T 


# 1004 


A/T 


C/G 


#1007 


C/G 


T/A 


#1028 


A/T 


T/A 


# 1047 


C/G 


T/A 


# U7o 




T/A 


# 1466 


G/C 


T/A 


#2028 


G/C 


bp-Deletion 


#2187 


C/G 


T/A 


#2480 


A/T 


T/A 


#2499-2502 


AGTG 


GTCA 




TCAC 


CAGT 


#2642 


TCCGAGC 


Deletion von 7 bp 




AGGCTCG 




#3435 


G/C 


A/T 


#3446 


G/C 


A/T 


#3643 


A/T 


T/A 



Die DNA-Sequenz zwischen den einmaligen AatH (Position #4364 in pCFM1656)- ond SacH (Position #4585 
in pCFM1656)-Restriktfonsstellen wird substituiert mit derfolgenden DNA-Sequenz: 
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[Klebriges Aatll-Ende] (Position #4358 in pAMG22) 



-TATTTTGCTOTCCGWCTOUSCTra 



_ * ^XTTTGTTTAXTTTTCTAAAT - 

-CGGTAGGACTGCCTACCGGAiUUU^CCjCAAAGATGTTTCx^^ 

Aatlg 

-ACATTCAAATATGGACGTCTCAXAATTTTTAAAA^ 
— TGTAAGTTTATACCTGCJU*AGTATTAAAAA?TTTTTAAG7A^^ 

-TTGATTAATATTCTCAATTGTG«U3CGCTCACAATTTA7CGATTTGATTC^A<^T7?GTrT^ 
-AAeTAATTATAAGAGTTAACACTCGCGAGTGTTAAATA^ 

*TAACTAATTAAAGGAGGAMTAACATAT<5GTTAACGCG7?GgAATTCGA<^? 

— ATTGATTAATTTCCXCCTTAXTGTATACCAATTGCGCAACCTTAAGCTCGAGTGATCACA— 

SacZX 

^GACCTGOUSGGTACttTGGAAGCTT^ 
WSCTGGACGTCCCATGGTACCTTCGAATGAGC^ 

-GAAAGCCCGAAAGG^GCXGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAA^ 

* * ~ — - — — 37ATTGG- 

CTGAAAGGAGGAACCGCTCT TCA— 

HSGAACCCOSGAGATTTGCCCaGAACTCCCCAAAAAACGACTTTCCT 



-CGCTCTTCACGC 3 1 
-GCGAGAAGTG 5 1 



3' (SEQ ID NOs 58) 
5' (SEQ ID NO: 57) 



[Klebriges SacII-Ende] (Position #5024 in pAMG22) 



Wahrend der Ligation der klebrigen Enden dieser Substitutions-DNA-Sequenz werden die auBen befindli- 
chen Aatll- und SacH-Stelien zerstdrt In der substituierten DN A gibt es einmalige AatU- und SacII-Stellen. 

B. Human OPG Metp2-40l] 

In dem Beispiel war der verwendete Expressionsvektor pAMG21 9 em Derivat von pCFM1656 (ATCC-Zu- 
griffsnummer 69576), welcher fur die Insertion von Genen stromabwarts des lux PR-Promotors geeignete 
Restriktionsstellen enthilt (Zur Bescfarabung des iux-Expressionssystems, siehe US-Patent Nr. 5 169 318). Die 
eingesetzte Wirtszeile war GM120 (ATCC-Zugriffsnummer 55764). Dieser Wirt beshzt den Promotor lacIQ und 
das Gen lad integriert in eine zweite Stede im Wirtschro mo sam ernes prototrophen E. coli K12-Wirtes. Anders 
ublicherweise eingesetzte E. coli-ExpressioDsvektoren und WirtszeOen sind fur die Expression ebenfalls geeig- 
net 

Eine fQr ein N-terminales Methionin und die Aminosauren 32—401 des humanen OPG-Polypeptids kodieren- 
de DNA-Sequenz wurde in den Plasmid-Expressionsvekt r pAMG21 miter KontroUe des Promotors luxPR wie 
folgt plaziert. Hierfur wurde eine PGR unter Verwendung der Oligonukleotide #1257-20 und #1257-19 als 
Primer durchgefuhrt, wobei als Template plasmidare pRcCMV-Hu OPG-DNA, die die humane OPG-cDNA 
nth alt, eingesetzt und ein Thermocycling Ober 30 Zyklen durchgefQhrt wurde, wobei jeder Zyklus umfafite: 
94°C fflr 20 Sekunden, gefolgt von 30 Sekunden bei 37° C gefolgt von 30 Sekunden bei 72° C Die resultierende 
PGR-Probe wurde auf ein m Agarosegel auf getrennt, das PCR-Produkt wurde ausgeschnitten, gereinigt, mit 
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den Restriktionsend nukleasen Kpnl und BamHI restringiert und gereinigt Die syntheuschen Oligonukleotide 
# 1257-21 und # 1257-22 wuiden unter Verwendung von T4 Polynukleotid-Kinase und ATP einzeln phosphory- 
liert und anschlieBend miteinander vermiscfat sowie auf 94° C erhitzt, bevor man sie langsam auf Raumtempera- 
tur abkOhlen lieB, um einen OBgonukleotid-Linker-Duplex zu bflden, der klebrige Ndel- und KpnI-Enden 
enthalt Der phosphorylierte Linker-Duplex, gebildet zwischen den die klebrigen Ndel- und KpnI-Enden enthal- 5 
tenden Oligonukleotide # 1257-21 und # 1257-22 (siehe Fig. 14A), und das mit Kpnl und BamHI verdaute und 
gereinigte, unter Verwendung der Oligoprimer #1257-20 und #1257-19 generierte gereinigte PCR-Produkt 
(siehe oben) wurde direktional zwischen zwei Stellen des Plasmidvektors pAMG21 insertiert, naralich der 
Ndel-Stelle und der BamHI-Stelle, wobei Standardverfahren der rekombinanten DNA-Technologie angewen- 
det wurden (siehe Fig. 14A und nacbiolgende Sequenzen). Der synthetische Linker nutzte E. coK-Kodons und 10 
steilte ein N-terminales Methionin bereit 

Zwei Klone wurden ausgewihlt und die plasmidire DNA wurde isoliert, und das humane OPG-Insert wurde 
hinsichtlich seiner DNA-Sequenz anschlieBend bestatigt Das resultierende Plasmid pAMG21, das die Amino- 
sauren 32-401 des humanen OPG-Polypepdds eathilt, und dem unmittelbar vorher im Leserahmen ein Methio- 
nin vorausgeht, wird bezeichnet mit pAMG21-huOPG met[32-401] oder pAMG21-huOPG met{32-4011 is 



01igo#1257-19 

5 ' -TACGCACTGGATCCTTATAAGCAGCTTATTTTTACTGATTGGAC-3 ' 

(SEQ ID NO: 59) 
Oligo#1257-20 

S ' -GTCCTCCTGGTACCTACCTAAAACAAC-3 » 
(SEQ ID NO: 60) 

01igo#1257-21 

5 ' - TATGGATGAAGAAACTTCTCATCAGCT GCTGTGTGATAAATGTCC 
GCCGGGTAC -3' 
(SEQ ID NO: 61) 



01igo#1257-22 

5 « -CCGGCGGACATTTATCACACAGCAGCTGATGAGAAGTTTCTTCArCCA-3 ' 
(SEQ ID NO: .62) 

Kulturen von P AMG21-huOPG me<32-401] in E. coli GM120 wurden in 20 ng/ml Kanamyrin enthaltendem 
2X YT-Medium vor der Induktion bei 30°C inkubiert Die Induktion der Expression des huOPG 
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FraktionX und der Niederschlag wurde in einer L5sung von 25 mM Tris-HO/pH-Wert 8, 0,5 M Nad, 6 M 
Harnstoff resuspendiert (mikrofluidisierte unldsliche Fraktion), Einem Aliquot entweder der loslichen oder 
unldslichen Gesamtfraktion wurden ein gieiches V lumen 2X Laemlfi-Probenpuffer und p-MercaptoethanoI in 
einer Endkonzentrati n v n 5% zugegeben. Die Proben wurden anschlieBend durch SDS-PAGE analysiert In 
5 der unldslichen Fraktion war offenbar eine signifikante Menge an rekombinantem huOPG met[32-40!]-Genpro- 
dukt vorhanderL Fur die Aufreinigung des rekombinanten Proteins wurden die EinschluBkdrper wie folgt 
gereinigt: 

Bakterielle Zellen wurden vom Medium abgetrennt durch eine 15 Minuten lange Dichtegradientenzentrifuga- 
tion in einer mit einem JS-42-Rotor ausgerusteten Beckman J-6B-Zentrifuge mit 4900 x g bei 4°C Das 

io bakterielle Sediment wurde in 5 ml Wasser resuspendiert und anschGeBend mit Wasser auf ein Endvolumen von 
10 ml verdunnt Diese Suspension wurde in ein auf Eis gekuhltes Edelstahlgefafi Qberfuhrt und unter Verwen- 
dung eines mit einer Standardspitze ausgestatteten Sonifiziergerates von Branson einem SonifikationsaufschmB 
zugefOhrt (Leistungseinstellung = 5, Arbeitszyklus = 95%, 80 Bursts). Die sonifizierte Zellsuspension wurde 5 
bis 10 Minuten lang bei 23 °C in einer mit einem TLA 1003-Rotor ausgerusteten Ultrazentrifuge des Typs 

15 Optima TLX von Beckman bei 195 000 x g zentrifugiert Der Oberstand wurde verworfen, und der Nieder* 
schlag wurde mh einem Wasserstrom aus einer Spritzflasche gespult Die Niederschlige wurden durch Abscha- 
ben mit einem Mikrospachtel gesammelt und in einen glasernen Homogenisator Qberfuhrt (15 ml Kapazitat). 
Dem Homogenisator wurden 5 ml Percoll-Losung (75% flussiges Percoll, 0,15 M Natriumchlorid) zugegeben, 
und der Inhalt wurde bis zum Erhalt einer gleichformigen Suspension homogenisiert Das Volumen wurde durch 

20 Zugabe von Percoll-Losung auf 19,5 ml erhdht, vermiscbt und in 3 Quick-Seal-Rdhrchen von Beckman (13 x 
32 mm) aufgeteilt Die Rohrcben wurden nacb den Empfehhingen des Herstellers verschlossen. Die Rohrchen 
wurden 30 Minuten lang in einem TLA 1003-Rotor von Beckman bet 23° C mit 20 000 UpM (21 600 x g) 
zentrifugiert. Die Rdhrchen wurden hinsichtlich geeigneter Bandierungsmuster untersucht Zur Ruckgewinnung 
der refraktaren EinschluBkdrper wurden die Gradientenfraktionen rQckgewonnen und vereinigt und anschlie- 

25 Bend mit Wasser verdQnnt Die EinschluBkdrper wurden durch Zentrifugation sedimentiert, und die Proteinkon- 
zentration wurde nach einer SDS-PAGE ermhtelt 

Ein Aliquot der wie nachfolgend beschrieben isolierten EinschluBkdrper wurde in IX Laemlli-Probenpuffer 
mit 5% P-Mercaptoethanol geldst und in einem SDS-PAGE-Gel aufgetrennt, und die isolierten EinschluBkorper 
liefern ein hochgereinigtes rekombinantes huOPG [32-401 J-GenprodukL Die nach Auftrennung der EinschluB- 

30 korper in einem SDS-Polyacrylamidgel beobachtete Hauptbande von 42 kD wurde aus einem getrennten Gel 
ausgeschnitten, und die Bestimmung der N-terminalen Aminos^uresequenz erfolgte im wesentlichen wie be- 
schrieben (Matsudaira et aL, J. BioL Chem. 262, 10—35 (1987)). Nach 19 Zyklen wurde die folgende Sequenz 
bestimmt: 

35 NH 2 -MDEETSHQLI^DKCPPGTY-COOH (SEQ ID NO: 62) 



Es wurde gefunden, daB diese Sequenz identisch ist mit den ersten 19 Aminosauren* die von dem Expressions- 
40 vektor pAMG21 Hu-OPG met[32-401] kodiert und von einem durch den bakteriellen Expressionsvektor bereh- 
gestellten Methioninrest produziert wurden. 

C Human OPG met[32-401] 

45 Eine fur ein N-terminales Methionin und die Aminosturen 22 bis 401 von humanem OPG kodierende 
DNA-Sequenz wurde wie folgt in einen prokaryontischen Plasmid-Expressionsvektor pAMG21 unter KontroUe 
des Promotors luxPR eingebracht Die isolierte plasmidire DNA von pAMG21-huOPG met[32-401] (stehe 
Abschnitt B) wurde mh den Restriktk>nsendonukleasen Kpnl und BamM gespahen, und die resultierenden 
Fragmente wurden in einem Agarosegel aufgetrennt Unter Anwendung von Standardtechniken wurde das 

so B-Fragment (Fragment mh 1064 bp) aus dem Gel isoliert Synthetische Oligonukleotide (Oligos) # 1267-06 und 
# 1267-07 wurden einzem phosphoryliert und man lieB sie unter Anwendung von in Abschnitt B beschriebenen 
Verf ahren einen Oligo-Linker-Duplex ausbilden, welcher klebrige Ndel- und KpnI-Enden enthieh. Der syntheti- 
sche linker-Duplex nutzte E cofi-Kodons und lieferte ein N-terminales Methionin. Der phosphorylierte Oligo- 
Linker, der koh3sive Ndel- und KpnI-Enden enthalt, und das aus dem mh den Restriktionsendonukleasen Kpnl 

55 und BamHI verdauten Plasmid pAMG21-huOPG met [32-401] isolierte Fragment mh 1064 bp wurden unter 
Anwendung von Oblichen Verfahren der rekombinanten DNA-Technologie direktional zwischen die Ndel- und 
BamHI-Stellen von pAMG21 msertiert Die Ligationsmischung wurde durch Elektroporation unter Anwendung 
des Protokolls der Lieferfinna zur Transformation von E coli 393-Wirtszeflen verwendet Klone wurden selek- 
tiert, plasmidare DNA wurde isoliert, und die DNA-Sequenzierung wurde durchgefuhrt, um die DNA-Sequenz 

go des Gens huOPG-met[22-401] zu bestatigen. 
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Oligo #1267-06 

5 ' -TAT GGA AAC TTT TCC TCC AAA ATA TCT TCA TTA TGA TGA AGA 
AAC TTC TCA TCA GCT GCT GTG TGA TAA ATG TCC GCC GGG TAC-3' 
(SEQ ID NO: 63) 



Oligo #1267-07 

5'-CCG GCG GAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAG AAG TTT CTT 
CAT CAT AAT GAA GAT ATT TTG GAG GAA AAG TTT CCA- 3 ' 
(SEQ ID NO: 64) 



Kulturen der E. coli-393-Wirtszellen mit pAMG21-huOPG-met[22-401] wurden in 20 (tgftnl Kanamycin ent- 
haltendes 2X YT-Medium uberfuhrt und vor der Induktion bei 30° C inkubiert Die Induktion der Expression des 
rekombinanten Genprodukts vom Promotor luxPR des Vektors pAMG21 wurde erreicht durcb Zugabe des 
synthetischen Autoinduktionsraittels N^3-Oxohexanoyi)-DL-homoserinlacton zum Kulturmedium in einer End- 
konzentration von 30 ng/ml und dun* Inkubation fur weitere 6 Stunden bei entweder 30° C oder 37° C Nach 
6 Stunden wurden die bakteriellen Kulturen durch Zentrifugation sedimentiert (= 30°C 1+6 oder 37°C 1+6). 
Die bakteriellen Kulturen wurden ebenfalls entweder kurz vor der Induktion ( = 30°C Pral) sedimentiert, oder 
alternativ wurde einer getrennten Kultur, die man fur weitere 6 Stunden zum Erhalt einer nicht-induzierten 
(Un-Kultur bei 30 °C inkubierte (= 30° C UI), kein Autoinduktionsmittel zugegeben. Die bakteriellen Sedimente 
der Kulturen 30*C Prat 30° C UU 30° C I + 6 oder 37°C I + 6 wurden resuspendiert, lysiert und mittels SDS-Poly- 
acrylamid-Gelelektropborese (PAGE) gemafi Darlegung in Abschnht B analysiert Die Por/acryiamidgele wur- 
den entweder mit Coomassieblau gefarbt und/oder fur einen Western Blot auf Nitrocellulose uberfuhrt und 
einer Immunreaktion mit polyklonalem Anti-muOPG-Fc-Antikorper des Kaninchens gemaB Darlegung in 
Beispiel 10 ausgesetzt Die Menge an Genprodukt nach der Induktion wurde entweder mit einer nicht-induzier- 
ten (30°C UI) oder einer Prainduktions (30° C PraI>Probe verglichen. 

D. Murine OPG met [22-401] 

Eine fur ein N-terminales Methionin und die Aminosauren 22 bis 401 des murinen (mu) OPG (OPG)-Polypep- 
tids kodierende DNA-Sequenz wurde in einen prokaryontischen Piasmid-Expressionsvektor pAMG21 unter 
Kontrolle des Promotors luxPR wie folgt eihgebracht. Unter Anwendung der in Abschnitt B beschriebenen 
thermocyclischen Bedingungen wurde eine PCR durchgefuhrt, bei der die Oligonukleotide # 1257-16 und 
# 1257-15 als Primer und plasmidare pRcCMV-Mu-OPG-DNA als Template eingesetzt wurden. Das PCR-Pro- 
dukt wurde gereinigt und mit den Restriktionsendonukleasen Kpnl und BamHI gemaB Darlegung in Abschnitt B 
gespalten. Die synthetischen Oiigos # 1260-61 und # 1260-82 wurden einzdn phosphoryliert, und man lieB sie 
unter Anwendung von in Abschnitt B beschriebenen Verfahren einen Oligo- Linker-Duplex mit kohasiven Ndel- 
und KpnI-Enden ausbOden. Der synthetische Linker-Duplex nutzte E. coli-Kodons und Heferte ein N-terminales 
Methionin. Der zwischen den kohSsive Ndel- und KpnI-Enden aufweisenden Oiigos # 1260-61 und #1260-82 
gebildete phosphorylierte Linker-Duplex und das unter Verwendung der Oligoprimer # 1257-16 und # 1257-15 
generierte, mit Kpnl und BamHI verdaute und gereinigte PCR-Produkt wurden unter Anwendung von Stan- 
dardverfahren direktional zwischen die Ndel-und BamHI-SteDen von pAMG21 insertiert Die Ligationsmi- 
schung wurde zur Transformation durch Elektroporation nach den Angaben der Uef erfinna in E. coli-393-Wirts- 
zellen eingefuhrt Klone wurden selektiert, plasmidare DNA wurde isoliertund die DNA-Sequenzierung erfolg- 
te, urn die DNA-Sequenz des Gens MuOPG met[22-401]zu bestatigen. 

Die Bestimmung der Expression des rekombinanten Pohypeptids muOPG met[22-401] aus Kulturen von 
393-ZelIen mit dem Plasmid pAMG21 -MuOPG met[22-401] nach Induktion erfolgte unter Anwendung der im 
Abschnitt C beschriebenen Verfahren. 
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Oligo f 1257- 15 

5 f -TAC GCA CTG GAT CCT TAT AAG CAG CTT ATT TTC ACG 
GAT TGA AC-3' (SEQ ID NO: 65) 

Oligo #1257-16 

5'-GTG CTC CTG GTA CCT ACC TAA AAC AGC ACT GCA CAG 
TG-3 1 (SEQ ID NO: 66) 



is Oligo #1260-61 

S'-TAT GGA AAC TCT GCC TCC AAA ATA CCT GCA TTA CGA 
TCC GGA AAC TGG TCA TCA GCT GCT GTG TGA TAA ATG TGC TCC 
20 GGG TAC-3' (SEQ ID NO: 67) 



Oligo #1260-82 

K 5»-CCG GAG CAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAC CAG 

TTT CCG GAT CGT AAT GCA GGT ATT TTG GAG GCA GAG TTT 
CCA-3 1 (SEQ ID NO: 68) 

30 

E Murine OPG met[32-401] 

Eine fur ein N-terminales Methionin und die Aminosauren 32 bis 401 von murinem OPG kodierende DNA-Se- 
35 quenz wurde in einen prokaryontiscfaen Plasmid-Expressionsvektor pAMG21 unter KontroDe des Promotors 
luxPR wie folgt eingebracht. HierfQr wurden die symhetischen Oligos # 1267-06 und # 1267-09 unter Anwen- 
dung von in Abschnitt B beschriebenen Verfahren einzeln phosphoryiiert, und man fieB sie einen Oligo-Linker- 
Duplex ausbOden. Der synthetische linker-Duplex nutzte £. ooli-Kodons und lieferte ein N-terminales Methio- 
nin. Der zwischen den kohasive Ndel- und KpnI-Enden enthaltenden Oligos # 1267-08 und #1267-09 ausgebil- 
40 dete phosphoryiierte linker-Duplex und das zuvor bescbriebene (siehe Abschnitt D), mit Kpnl und BamHI 
verdaute und gereinigte PCR-Produkt wurden unter Anwendung von Standardverfahren direlctional zwischen 
die Ndel- und Bamrfl-SteUen von pAMG21 insertiert Die Ligationsmiscbung wurde nacb dem Protokoil der 
Lieferfirma zur Transformation von £. coli-393-Wirtszellen durcfa Elektroporation verwendet Klone wurden 
selektiert, plasmidare DNA wurde isoliert, und die DNA-Sequenzierung wurde durchgefuhrt, urn die DN A-Se- 
45 quenz des Gens muOPG-met[32-401] zu bestatigen. 

Die Expression des rekombinanten Polypeptids muOPG»met[32-401] von Kulturen der 393-ZeDen mit dem 
rekombinanten Plasmid pAMG21 nach Induktion wurde unter Anwendung von im Abschnitt C beschriebenen 
Verfahren ermittelt 

50 

Oligo #1267-08 

5 '-TAT GGA CCC AGA AAC TGG TCA TCA GCT GCT GTG TGA TAA ATG 
m TGC TCC GGG TAC-3' (SEQ ID HO: 69) 

Oligo #1267-09 

^ 5 ' -CCG GAG CAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAC CAG TTT CTG 
GGT CCA-3' (SEQ ID NO: 70) 



R Murine OPG met-tys[22-40i] 

65 

Eine fQr ein N-terminales Methionin, gefolgt von einem Lysinrest, und an Aminosauren 22 bis 401 von 
murinem OPG kodierende DNA-Sequenz wurde in den prokaryontischen Expressionsvektor pAMG21 unter 
KontroQe des Promotors luxPR wie folgt eingebracht. Die synthetischen Oligos #1282*95 und #1282-96 
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wurden einzeln phosphoryiiert, und man lieB sie unter Anwendung von in Abschnitt B beschriebenen Verfahren 
einen Oligo-Linker-Duplex ausbilden. Der synthetische Linker-Duplex mitzte E- coli-Kodons und lieferte ein 
N-terminales Methionin. Der zwischen den kohasive Ndel- und KpnI-Enden enthaltenden Oligos #1282-95 und 
# 1282-96 ausgebildete phosphoryiierte Linker-Duplex und das in Abschnitt B beschriebene, rait Kpnl und 
BamHI verdaute und gereinigte PCR-Produkt wurden unter Anwendung von Standardverfahren direktional 
zwischen die Ndel- und BamHI-Stellen von pAMG21 insertiert Die Ligationsmischung wurde verwendet zur 
Transformation von R coli-393-Wirtszetten durch Qektroporation unter Anwendung des Protokolls der Iiefer- 
firma. Klone wurden selektiert, plasmidare DNA wurde isoliert, und die DNA-Sequenzierung wurde durchge- 
fuhrt, urn die DNA-Sequenz des Gens MuOPG-Met-Lys[22-401] zu bestatigen. 

Die Expression des rekombinanten Polypeptids MuOPG Met-Lys[22-401] von transformierten 393-Zellen mit 
dem rekombinanten Plasmid pAMG21 nach Induktion wurde unter Anwendung von in Abschnitt C beschriebe- 
nen Verf ahren ermrttelt 

Oligo #1282-95 

5 ' -TAT GAA AGA AAC TCT GCC TCC AAA ATA CCT GCA TTA CGA TCC 
GGA AAC TGG TCA TCA GCT GCT GTG TGA TAA ATG TGC TCC GGG TAG- 
3' (SEQ ID NO: 71) 



Oligo #1282-96 

5'-CCG GAG CAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAC CAG TTT CCG 
GAT CGT AAT GCA GGT ATT TTG GAG GCA GAG TTT CTT TCA-3' 
(SEQ ID NO: 72) 

G. Murine OPG met-lys-(hisK22-4<M] 

Eine fur die N-terminalen Reste Met-Lys-His-His-His-His-His-His-His (=MKH) und die anscfalieBenden 
Aminosauren 22 bis 401 von murinem OPG kodierende DNA-Sequenz wurde in den prokaryontischen Expres- 
sionsvektor pAMG21 unter KontroUe des Promotors luxPR wie folgt eingebracht Eine PCR wurde durchge- 
fuhrt, wobei als Primer die Ofigonukleoude #1300-50 und #1257-15 und als Template DNA des Plasmids 
pAMG21-muOPG-met[22-401] eingesetzt wurden. Die thermocyclischen Bedingungen waren wie im Abschnitt 
B beschrieben. Die resultierende PCR-Probe wurde in einem Agarosegel aufgetrennt, und das PCR-Produkt 
wurde ausgeschnhten, gereinigt, mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI gespalten und geremigt 
Das unter Verwendung der Oligoprimer # 1300-50 und # 1257-15 generierte, mit Ndel und BamHI verdaute 
und gereinigte PCR-Produkt wurde unter Anwendung von Standardverfahren der DNA-Technotogie direktio- 
nal zwischen die Ndel- und BamHI-Steflen von pAMG21 insertiert. Die Ligationsmischung wurde verwendet 
zur Transformation von E. coU-393-Wirtszenen durch Elektroporation unter Anwendung des Protokolls der 
lieferfirma, Klone wurden selektiert, plasmidare DNA wurde isoliert, und eine DNA-Sequenzienmg wurde 
durchgeffihrt, urn die DNA-Sequenz des Gens muOPG-MKH[22-401] zu bestatigen. 

Die Expression des rekombinanten Polypeptids MuOPG-MKH[22-401] von transformierten ^3-Zeffloilturen 
mit dem rekombinanten Plasmid pAMG21 nach Induktion wurde unter Anwendung von nn Abschnitt C 
beschriebenen Verf ahren ermhtelt 



Oligo #1300-50 

5'-GTT CTC CTC ATA TGA AAC ATC ATC ACC ATC ACC ATC ATG AAA 
CTC TGC CTC CAA AAT ACC TGC ATT ACG AT-3' (SEQ ID NO: 73} 

Oligo #1257-15 ,,, 
(Siehe Abschnitt D) 

R Murine OPG met4ys[22^0lXhis)7 

Eine fur N-terminale Met-Lys, die Aminosauren 22 bis 401 von murinem OPG, und 7 Hetidinreste im 
AnschluB an die Aminosaure 401 kodierende DNA-Sequenz (= muOPG MK[22^013-H 7 ) wurde m^n prokaiy- 
ontischen Expressionsvektor pAMG21 unter Kontrofle des Promotors luxPR wie fo^emgebracnt Ein PCR 
wurd durSefuhrt, bei der als Primer die Oligonukleotide #13<XM9 und #1300^51 und als Tempto 
pAMG2I-muOPG-met[22-401}-DNA eingesetzt wurden. Die thermocyclischen Bedingungen waren wiein Ab- 
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schnitt B beschrieben. Die resultierende PCR-Probe wurde in einem Agarosegel aufgetrennt, und das PCR-Pro- 
dukt wurde ausgeschnitten, gereinigt, mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI restringiert and 
gereinigt Das mit Ndel und BamHI verdaute und gereinigte PCR-Produkt wurde unter Anwendung von 
Standardverfahren zwischen die Ndel- und BamHI-Stellen in pAMG21 insertiert Die Ugationsmiscfaung wurde 
5 verwendet zur Transformation von E coli-393-Wirtszelien durch Elektroporation nach dem Prot koll der 
Lieferfirma. Kione wurden selektiert, plasmidare DNA wurde isoliert, und eine DNA-Sequenzierung wurde 
durchgefuhrt urn die DNA-Sequenz des Gens muOPG MK[22-401>H r zu bestatigen. 

Die Expression des rekombinanten Potypeptids muOPG-MK-[22-401]-H7 von transformierten 393-Zellen mit 
dem rekombinanten Plasmid pAMG21 nach Induktion wurde unter Anwendung von im Abschnitt C beschriebe- 
to nen Verf ahren ennittelt 

Oligo #1300-49 

i5 5 ' — GTT CTC CTC ATA TGA AAG AAA CTC TGC CTC CAA AAT ACC TGC 

A-3' (SEQ ID NOs 74) 

Ollgo #1300-51 

20 

5 ' -TAC GCA CTG GAT CCT TAA TGA TGG TGA TGG TGA TGA TGT AAG 
CAG CTT ATT TTC ACG GAT TGA ACC TGA TTC CCT A-3' 
(SEQ ID NOs 75) 

25 

L Murine OPG met[27-401] 

Eine for ein N-terminales Methionin und die Aminosauren 27 bis 401 von murinem OPG kodierende DNA-Se- 
30 quenz wurde in den prokaryontischen Expressionsvektor pAMG21 unter Kontrolle des Promotors luxPR wie 
foigt eingebracht Eine PGR wurde durchgefuhrt mit den Oligonukleotiden # 1309-74 und # 1257-15 als Primer 
und plasmidirer pAMG2 1 -muOPG-met[22-401 ]-DN A als Template. Die thermocydischen Bedingungen waren 
wie in Abschnitt B beschrieben. Die resultierende PCR-Probe wurde in einem Agarosegel aufgetrennt, und das 
PCR-Produkt wurde ausgeschnhten, gereinigt mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI gespalten 
35 und gereinigt Das mit Ndel und BamHI verdaute und gereinigte PCR-Produkt wurde unter Anwendung von 
Standardverfahren direktional zwischen die Ndel- und BamHI-Stellen von pAMG21 insertiert Die Iigationsmi- 
schung wurde verwendet zur Transformation von E. coli-393-WirtszelIen durch Elektroporation nach dem 
Protokoll der lieferfirma. Klone wurden selektiert plasmidare DNA wurde isoliert, und eine DNA-Sequenzie- 
rung wurde durchgefuhrt um die DNA-Sequenz des Gens muOPG-metf 27-401] zu bestatigen. 
40 Die Expression des rekombinanten Polypeptids muOPG-met[27-401] von einer transfizierten 393-Kuhur mit 
dem rekombinanten Plasmid pAMG21 nach Induktion wurde unter Anwendung der in Abschnitt C beschriebe- 
nen Verf ahren ennittelt 



45 Oligo #1309-74 

5 '-GTT CTC CTC ATA TGA AAT ACC TGC ATT ACG ATC CGG AAA CTG 
GTC AT-3' (SEQ ID NOs 76) 

50 

Oligo #1257-15 
(Siehe Abschnitt D) 

55 J. Human OPG met[27-401] 

Eine ffir ein N-terminales Methionin und die Aminosauren 27 bis 401 von humanem OPG kodierende 
DNA-Sequenz wurde in den. prokaryontischen Expressionsvektor pAMG21 unter Kontrolle des Promotors 

a> luxPR wie f Igt eingebracht Eine PGR wurde durchgefuhrt, wobei als Primer die Oligonukleotide # 1309-75 und 
# 1309-76 und als Templat plasmidare pAMG21-huOPG-met[22-401]-DNA verwendet warden. Di thermocy- 
dischen Bedingungen waren wi in Abschnitt B beschrieb n. Di resultierende PCR-Probe wurde in einem 
Agarosegel aufgetrennt, und das PCR-Produkt wurde ausgeschnhten, gereinigt mh den Restriktionsendonu- 
kleasen As I und BamHI restringiert und gereinigt Das obige, mit Asel und BamHI verdaute und gereinigte 

G5 PCR-Produkt wurde unter Anwendung von Standardverfahren direktional zwischen die Ndel- und BamHI-Stel- 
I nv npAMG21 insertiert Die Ligationsmischung wurde verwendet zur Transformation von E. cofi-393-Wirts- 
zellen durch Elektroporation nach dem Protokoll der Lieferfirma. Kl ne wurden selektiert, plasmidare DNA 
wurde isoliert, und eine DNA-Sequenzierung wurde durchgefQhrt, um die DNA-Sequenz des Gens huOPG- 
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met(27-401] zu bestatigen. 

Die Expression des rekombinanten Polypeptids huOPG-met[ 27-401] nach Induktion von transfizierten 
393-Zellen mit dem rekombinanten Plasmid pAMG21 wurd unter Anwendung von in Abschnitt C beschriebe- 
nen Verfahren ennittelt 

Oligo #1309-75 

5 ' -GTT CTC CTA TTA ATG AAA TAT CTT CAT TAT GAT GAA GAA ACT 
T-3' (SEQ ID NO: 77) 

Oligo #1309-76 

5 ' -TAC GCA CTG GAT CCT TAT AAG CAG CTT ATT TTT ACT GAT T-3' 
(SEQ ID NO: 78) 

K. Murine OPG met[22-180] 

Eine fur ein N-terminales Methionin und die Aminosauren 22 bis 180 von murinem OPG kodierende DNA-Se- 
quenz wurde in den prokaryontischen Expressionsvektor pAMG21 unter Kontrolle des Promotors IuxPR wie 
folgt eingebracht Eine PCR wurde durchgefuhrt nut den Oligonukleouden # 1309-72 und # 1309-73 als Primer 
und plasmidarer pAMG21-muOPG-met(22-401>DNA als Template. Die thermocyclischen Bedingungen waren 
wie in Abschnitt B beschrieben. Die resultierende PCR-Probe wurde in einem Agarosegel aufgetrennt und das 
PCR-Produict wurde ausgeschnitten, gereinigt mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI restringiert 
und gereinigt Das obige, mit Ndel und BamHI verdaute und gereinigte PCR-Produkt wurde unter Anwendung 
von Standardverfahren direktional zwischen die Ndel- und BamHI-Steflen von pAMG21 insertxert Die Liga- 
tionsmischung wurde verwendet zur Transformation von E. ooli-393-Wirtszellen durch Eiektroporation nach 
dem Protokoll der Lief erfirma. Kione wurden selektiert plasmidare DNA wurde isoliert, und eine DNA-Sequen- 
ziening wurde durchgefuhrt, urn die DNA-Sequenz des Gens muOPG-met[22- 1 80] zu bestatigen. 

Die Expression des rekombinanten Polypeptids muOPG-met[22-180] von transformierten 393-Kulturen mit 
dem rekombinanten Plasmid pAMG21 nach Induktion wurde unter Anwendung von in Abschnitt C beschriebe- 
nen Verfahren ennittelt. 

Oligo #1309-72 

S r — GTT CTC CTC ATA TGG AAA CTC TGC CTC CAA AAT ACC TGC A-3' 
(SEQ ID NOs 79) 

Oligo #1309-73 

5 '-TAC GCA CTG GAT CCT TAT GTT GCA TTT CCT TTC TGA ATT AGC 
A-3' (SEQ ID NO: 80) 

L Murine OPG met[27-180] 

Eine fur ein N-terminales Methionin und die Aminosauren 27 bis 180 von murinem OPG kodierende DNA-Se- 
quenz wurde in den prokaryontischen Expressionsvektor pAMG21 unter Kontrolle des Promotors IuxPR wie 
folgt eingebracht Eine PCR wurde durchgefuhrt unter Verwendung der Ofigonukleotide #1309-74 (siehe 
Abschnitt 0 und #1309-73 (siehe Abschnitt K) als Primer und von plasmidarer pAMG21-muOPG 
met[22-401]-DNA als Template. Die thermocyclischen Bedingungen waren wie in Abschnitt B beschrieben. Die 
resultierende PCR-Probe wurde in einem Agarosegel auf getrennt und das PCR-Produkt wurde ausgeschnitten, 
gereinigt mit den Restriktionsendonukleasen Ndel und BamHI restringiert und gereinigt Das obige, mit Ndel 
und BantHI verdaute und gereinigte PCR-Produkt wurde unter Anwendung von S|andardverfahren direktional 
zwischen die Ndel- und BamHI-SteDen in pAMG21 insertiert Die Ligat»nsmischung wurde verwendet zur 
Transf rmati n von E. cofi-393-Wirtszellen durch Elektroporati n nach dem Prot koll der Lieferfirma. KJone 
wurden selektiert plasmidare DNA wurde isoliert und eine DNA-Sequenziemng wurde durchgefuhrt um die 
DNA-Sequenz des Gens muOPG met[27-180] zu bestatigen. 

Die Depression des rekombinanten Polypeptids muOPG met[27-180] von Kulturen transf ormierter393-Zellen 
mit dem rekombinanten Plasmid pAMG21 nach Induktion wurde unter Anwendung von in Abschnitt C be- 
schriebenen Verfahren ennittelt 
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M Murine OPGm t[22-189] und met[22-194] 

Ein fQr ein N-terminales Methionin und entweder die Aminosauren 22 bis 189 oder 22-194 von murinem OPG 
kocfierende DNA-Sequeoz wurde in den prokaryontiscfaen Expressionsvektor pAMG21 nnter Kontrolle des 
Promotors luxPR wie folgt eingebracht Di synthetischen Oligonukieotidpaare #1337-92 und #1337-93 
( = muOPG-189-Linker) oder # 1333-57 und # 1333-58 ( = muOPG- 1 94-Link r) wurden unter Anwendung von 
in Abschnitt B beschriebenen Verfahren einzeln phosphoryliert, und man lieB sie ein Oligo-Linlcer-Duplex-Paar 
ausbilden. Gereinigte plasmidare DNA von pAMG21-muOPG-met[22-401] wurde mit den Restriktionsendonu- 
kleasen Kpnl und BspEI gespalten, und die resultierenden DNA-Fragmente wurden in einem Agarosegel 
aufgetrennt Das 413 bp groBe B-Fragment wurde mittels Standardverfahren der rekombinanten DNA-Techno- 
logie isoliert. Die entweder zwischen den Oligos # 1337-92 und # 1337-93 (muOPG-189-Linker) oder den Oiigos 
#1333-57 und #1333-58 (muOPG- 194- Linker) gebildeten, kohashre BspEI- und BamHI-Enden enthaltenden 
phosphorylierten Oligo- Linker-Duplexe und das obige, aus den mit den Restriktionsendonukleasen Kpnl und 
BspEI verdauten Plasmid p AMG2 1 -muOPG-melf 22^101 ] isoiierte 413 bp groBe B-Fragment wurde unter An- 
wendung von Standardverfahren direktional zwischen die Kpnl- und BamHI-Stellen von pAMG21-muOPG 
metf 22-401] insertiert Jede Ligationsmischung wurde zur Transformation von E. coli-393-Wirtszellen durch 
Elektroporation nach dem Protokoll der Lieferfirma eingesetzt Klone wurden selektiert, plasmidare DNA 
wurde isoliert, und eine DNA-Sequenzierung wurde durchgefuhrt, urn die DNA-Sequenz der Gene muOPG- 
met[22-189] oder muOPG-metf 22- 1 94] zu bestatigen. 

Die Expression der rekombinanten Polypeptide muOPG-met[22- 1 89] und muOPG-me t[22- 1 94] von mh dem 
rekombinanten Plasmid pAMG21 transformierten 393-ZeHen wurde unter Anwendung von in Abschnitt C 
beschriebenen Verfahren ermittelt 



Oligo #1337-92 

5'-CCG GAA ACA GAT AAT GAG- 3 ' 
(SEQ ID NO: 81} 



Oligo #1337-93 

5' -GAT CCT CAT TAT CTG TTT-3' 
(SEQ ID NO: 82) 



Oligo #1333-57 

5'-CCG GAA ACA GAG AAG CCA CGC AAA AGT AAG— 3 r 
(SEQ ID NO: 83) 

Oligo #1333-58 

5 '-GAT CCT TAC TTT TGC GTG GCT TCT CTG TTT-3' 
(SEQ ID NO: 84) 

N. Murine OPG met[27-189] und met[27-194] 

Eine fQr ein N-terminales Methionin und entweder die Aminosauren 27 bis 189 oder 27-194 von murinem OPG 
kodierende DNA-Sequenz wurde in den prokaryontiscfaen Expressionsvektor pAMG21 unter Kontrolle des 
Promotors luxPR wie folgt eingebracht, Phosphoryiierte Otigo-Unker, entweder a muOPG-189-Linker" oder 
"muOFG-194-Linker* (siehe Abschnitt MX enthaltend kohashre BspEI- und BamHI-Enden, und das aus dem mit 
den Restriktionsendonukleasen Kpnl und BspEI verdauten Plasmid pAMG21 -muOPG*met[22-401] isoliene 
—413 bp groBe B-Fragment wurden unter Standardtechniken direktional zwischen die Kpnl- und BamHI-Stel- 
Ien des Plasmids pAMG21-muOPG-met[27-401] eingebracht. Jede Ligationsmisdiung wurde verwendet zur 
Transformation von E. coli-393-WirtszeIlen durch Elektroporation nach dem Protokoll der Lieferfirma. Klone 
wurden selektiert* plasmidare DNA wurde isoliert, und eine DNA-Sequenzierung wurde durchgefuhrt, urn die 
DNA-Sequenz der Gene muOPG met[27-189] oder muOPG met[27-194] zu bestatigen. 

Die Expression von rekombinantem muOPG met[27-189] und muOPG met[27-194] nach Induktion von 
393-Zellen mh den rekombinanten pAMG21-Plasmiden wurde unter Anwendung von in Abschnitt C beschrie- 
benen Verfahren ermittelt 
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O. Human OPG met[22- 1 85], met[22-189] met[22- 194] 

Eine fur ein N-terminales Methionin und entweder die Aminosauren 22 bis 185, 22 bis 189, oder 22 bis 194 des 
humanen OPG-Polypeptids kodierende DNA-Sequenz wurde in den prokaryontischen Expressionsvektor 
pAMG21 unter Kontrolle des Promotors laxPR wie folgt eingebracht Die synthetischen Oligonukleotidpaare 5 
#1331-87 und #1331-88 (= huOPG-185-Linker), #1331-89 und #1331-90 (= huOPG- 1 89- Linker), oder 
#1331-91 und # 1331-92 (= huOPG-194-Linker) wurden einzein phosphoryliert, und man lieBsie unter Anwen- 
dung der in Abschnitt B beschriebenen Verfahren ein Oligo-Linker-Duplex-Paar ausbilden. Die gereinigte 
plasmidare DNA von pAMG21-huOPG-met(27-401] wurde mit den Restriktk>nsendonukleasen Kpnl und Ndel 
restringiert, und die resultierenden DNA-Fragmente wurden in einem Agarosegel aufgetrennt Das 407 bp 10 
groBe B-Fragment wurde unter Anwendung von Standardverfahren der rekombinanten DNA-Technologie 
isoliert Die phosphoryliertea Oligo-Linker-Duplexe, die entweder zwischen den Oligos #1331-87 und 
#1331-88 (huOPG-185-Linker), den Oligos #1331-89 und #1331-90 (huOPG-189-Linker), oder den Oligos 
#1331-91 und #1331-92 (huOPG-194-iinker) ausgebildet wurden [jeder Linker enthalt kohasive Ndel- und 
BamHI-Enden} und das obige, aus dem mit den Restriktionsendonukleasen Kpnl und Ndel verdauten Piasmid 15 
pAMG21-huOPG-met[27-401] isolierte B-Fragment mit einer Gr6Be von 407 bp wurden unter Anwendung von 
Standardverfahren direktional zwischen die Kpnl- und BamHI*Steilen des Plasmids pAMG21-huOPG- 
met[22-401] insertiert Jede Ligationsmischung wurde verwendet zur Transformation von H oofi-393-Wirtszellen 
durch Elektroporation nach dem ProtokoB der Lieferfirma. Klone wurden selektiert, plasmidare DNA wurde 
isoliert, und eine DNA-Sequenzierung wurde durchgefuhrt, urn die DNA-Sequenz der Gene huOPG— 20 
met[22-185J huOPG-raet[22-189] oder huOPG-met(22- 1 94] zu bestatigen. 

Die Expression von rekombinantem huOPG-met[22-185], huOPG-met[22-189] oder huOPG-met[22-194] in 
transformierten 393-ZeIlen mit den rekombinanten p AMG21 -Plasmiden nach Induktion wurde unter Anwen- 
dung der in Abschnitt C beschriebenen Verfahren ermittelt 

25 

Oligo #1331-87 

S 1 -TAT GTT AAT GAG- 3 * (SEQ ID NO: 85) 

30 

Oligo #1331-88 

5*-GAT CCT CAT TAA CA-3 1 (SEQ ID NO: 86) 

35 

Oligo #1331-89 

S'-TAT GTT CCG GAA ACA GTT AAG-3 f {SEQ ID NO: 87) 

40 

Oligo #1331-90 

5* -GAT CCT TAA CTG TTT CCG GAA CA-3« (SEQ ID NO: 88) 



Oligo #1331-91 

S'-TAT GTT CCG GAA ACA GTG AAT CAA CTC AAA AAT AAG- so 
3 f (SEQ ID NO: 89) 

Oligo #1331-92 55 

5' -GAT CCT TAT TTT TGA GTT GAT TCA CTG TTT CCG GAA 
CA-3 f (SEQ ID NO: 90) • 

P. Human OPG mel[27-185] mel[27-189] m t[27-194] 60 

Eine fur ein N-terminales Methionin und entweder die Aminosauren 27 bis 185, 27 bis 189 oder 27 bis 194 des 
humanen OPG-Polypeptids kodierende DNA-Sequenz wurde in den prokaryontischen Expressionsvektor 
pAMG21 unter Kontrolle des Promotors luxPR wie folgt eingebracht Die phosphoryiierten OUgo-Lmker 
"huOPG-185-linker*, TwOPG-189-Iinker" oder TniOPG-194-Lmkei* (siehe Abschnitt 0% die jeweils kohasrve 65 
Ndel- und BamHI-Enden enthahen, und das aus dem mit den Restrikti nsendonukleasen Kpnl und Ndel 
verdauten Piasmid pAMG21 -huOPG-met[27^01] isolierte B-Fragment mh einer GroBe von -407 bpi (siehe 
Abschnitt O) wurden unter Anwendung von Standardverfahren direktional zwischen die Kpnl- und BamHI-Stel- 
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len des Plasmids pAMG21-huOPG-met[27-401] (siehe Abschnitt J) ins rtiert Jede Ligationsmischung wurde 
verwendet zur Transformation von E. coli-393-Wirtszeflen durch Elektroporation nach dem Protok 11 der 
Lieferfirma, Klone wurden selektiert, plasmidare DNA wurde is liert, und eine DNA-Sequenzierung wurde 
durchgcfuhrt, urn die DNA-Sequenz der Gene huOPG-met[27- 1 S5l huOPG-raet[27- 1 89] oder huOPG- 
5 met[27-194] zu bestatigen. 

Die Expression von rekombinantem huOPG-niet[ 27-1851 huOPG-met[27- 189] und huOPG-met[27-194] der 
mit den rekombinanten pAMG2i-Plasmiden transformierten 393-Zellen wurde unter Anwendung der in Ab- 
schnitt C beschriebenen Verfahren ermittelt 

10 O. Murine OPG met[27-401] (P33E G36S, A45P) 

Eine ffir ein N-terminales Methionin und die Aminosauren 27 bis 48 von humanem OPG, gefolgt von den 
Aminosaureresten 49 bis 401 von murinem OPG kodierende DNA-Sequenz wurde in den prokaryontischen 
Expressionsvektor pAMG21 unter Kontrolle des Promotors luxPRwie folgt eingebracht Gereinigte plasmidare 

15 DNA von pAMG21-huOPG-met[27-401] (siehe Abschnitt J) wurde mit den Restriktionsendonukleasen AatO 
und ICpnl gespalten, und ein aus einem Agarosegel unter Anwendung von Standardveif ahren der rekombinan- 
ten DNA-Technologie isoliertes - 1075 bp groBes B-Fragment wurde isoliert Zusatzlich wurde die plasmidare 
pAMGl-muOPG-met[22-401]-DNA (siehe Abschnitt D) mit den Restriktionsendonukleasen Kpnl und BamHI 
verdaut, und das ~ 1064 bp groBe B-Fragment wurde wie oben beschrieben isoliert Das isolierte, ~ 1075 bp 

20 grofie pAMG21-huOPG-me$27-401]-Restrikdonsfragrnent f welches kohasive AatH- und KpnI-Enden enthalt 
(siehe oben), das —1064 bp groBe pAMG21-muOPG-met[22-401]-Restriktionsfragment, welches kohasive 
Kpnl- und BamHI-Enden enthalt, und ein ~ 5043 bp groBes Restriktionsfragment, welches kohasive Aatll- und 
BamHI-Enden enthsUt und mit der Nukleinsauresequenz von pAMG21 zwischen AatH und BamHI korrespon- 
diert, wurden unter Anwendung von Standardverfahren der rekombinanten DNA-Technologie Ugiert. Die 

25 ligationsmischung wurde verwendet zur Transformation von E. coli-393-Wirtszeflen durch Elektroporation 
nach dem Protokoll der Lieferfirma. Klone wurden selektiert, und die Anwesenheit des rekombinanten Inserts in 
dem Plasmid wurde unter Anwendung von Standardverfahren der DNA-Technologie bestttigt muOPG-27-401 
(P33E, G36S, A45P)-Gen. Die Aminosaureaustausche in muOPG von ProIin-33 zu Glutaminsaure-33, Glycin-36 
zu Serin-36, und Alanin-45 zu Prolin-45 resultieren aus dem Austausch der muOPG-Reste 27 bis 48 durch die 

30 huOPG-Reste 27 bis 48. 

Die Expression von rekombinantem muOPG-met[27-401 ] (P33E, G36S> A45P) der transformierten 393-Zellen 
mit dem rekombinanten Plasmid pAMG21 wurde unter Anwendung der in Abschnitt C beschriebenen Verfah- 
ren ermittelt 

35 R. Murine OPG met-lys-(his)7-ala-ser-(asp)4-lys [22-401] (A45T) 

Eine DNA-Sequenz, kodierend fur einen N-terminalen His-Tag und eine Enterokinase>Erkennungssequenz» 
weiche lautet (NH2- zum COOH-Terminus): Met-Lys-His-His-His-His-His-Hh-His-Ala-Ser-Asp-Asp-Asp-As^ 
Lys — HEKX gefolgt von den Aminosauren 22 bis 401 des murinen OPG-Polypeptids, wurde wie folgt unter 

40 Kontrolle des vom lac-Repressor regulierten Promotors Ps4 plaziert pAMG22-His (siehe Abschnitt A) wurde 
mit den Restriktionsendonukleasen Nhel und BamHI verdaut, und das groBe Fragment (das A-Fragment) wurde 
aus einem Agarosegel unter Anwendung von Standardverfahren der rekombinanten DNA-Technologie isoliert 
Die Oligonucleotide 4* 1282-91 und # 1282-92 wurden einzeln phosphoryliert, und man lieB sie unter Anwen- 
dung von zuvor beschriebenen Verfahren (siehe Abschnitt B) einen Oligo-Linker-Duplex ausbflden. Der zwi- 

45 schen den Oligos # 1282-91 und * 1282-92 mh kohasiven Nhel- und KpnI-Enden ansgebildete phosphorylierte 
linker-Duplex, das mit Kpnl und BamHI verdaute und gereinigte bescfariebene PCR-Produkt (siehe Abschnitt 
D\ und das A-Fragment des mit Nhel und BamHI verdauten Vektors pAMG22-His wurden unter Anwendung 
von Standardverfahren der rekombinanten DNA-Technologie figiert Die Ligationsmischung wurde verwendet 
zur Transformation von E. coti-GM120-WirtszeIlen durch Elektroporation nach dem Protokoll der Lieferfirma. 

so Klone wurden selektiert, plasmidare DNA wurde isoliert, und eine DNA-Sequenzienmg erfolgte, cm die 
DNA-Sequenz des Gens muOPG-HEK[22-401] zu bestatigen. Die DNA-Sequenzierung ergab eine Pseudomu- 
tation in der natuiiichen Sequenz von muOPG, die im muOPG-Pofypeptid zu einem einzelnen Aminosaureaus- 
tausch von Alanin-45 zu einem Threonin fuhrte. 
Die Expression von rekombinantem muOPG-HEK[22-401] (A45T) der GM120-Zellen mh dem rekombinan- 

55 ten Plasmid pAMG21 wurde unter Anwendung von den in Abschnitt c beschriebenen ahnlichen Verfahren mh 
der Abweichung ermittelt, dafi anstefle der Zugabe des synthetischen Autoinduktionsmittels fOr die Zwecke der 
Induktion IPTG in einer Endkonzentration von 0,4 mM zugegeben wurde. 
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Oligo #1282-91 

S 1 -CTA GCG ACG ACG ACG ACA AAG AAA CTC TGC CTC CAA 
AAT ACC TGC ATT ACG ATC CGG AAA CTG GTC ATC AGC TGC TGT 5 
GTG ATA AAT GTG CTC CGG GTA C-3' (SEQ ID NO: 91) 

Oligo #1282-92 10 

5'-CCG GAG CAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAG CAG 
TTT CCG GAT CGT AAT GCA GGT ATT TTG GAG GCA GAG TTT CTT 
TGT CGT CGT CGT CG-3' (SEQ ID NO: 92) 15 

S. Human OPG met-arg-gly-ser-{his)f£22-401] 

Zur Herstellung eines 175 Basenpaare groBen Fragments in Form uberlappender, doppelstr§ngiger DNA 20 
wurden 8 Oligonukleotide geschaffen (1338-09 bis 1338-1 6, unten dargestellt). Die Oligos wurden aneliert, Iigiert, 
und die 5'- und 3 r -01igos wurden zur Herstellung groBer Mengen des 175 Basen langen Fragments als PCR-Pri- 
mer eingesetzt Die endgultigen PCR-Genprodukte wurden mit den Restriktioiisendonakleasen Clal und Kpnl 
verdaut, urn ein Fragment zu ergeben, welches die N-terminalen 28 fCodons von humanem OPG ersetzt Das mit 
dal und Kpnl verdaute PCR-Produkt wurde in das ebenfalls mit Clal und Kpnl geschnittene Plasmid 25 
pAMG21-huOPG [27-401] insertiert. Die ligierte DNA wurde verwendet zur Transformation von kompetenten 
Wirtszellen des E coli-Stammes 393. Klone wurden auf ihre Fahigkeh bin untersucht, das rekombinante Protein- 
produkt zu produzieren und die Genfusion mit der korrekten Nukleotidsequenz zu besitzen. Die Bestimmung 
der Protein-Expressionsraten erfolgte durch Untersuchungen von 50 ml Schuttelflaschen. Das Gesamt-Zeilysat 
und das sonifizierte Sediment wurden hinsichdich der Expression des Konstrukts analysiert durch Coomassie- 30 
blau-gefarbte PAGE-Gele und Western-Analyse mit murinem Anti-OPG-Antikorper. Die Expression von hu- 
OPG Met-Arg-Gly-Ser-(His)6 [22-401] fuhrte zur Bildung groBer Einschlufikdrper, und das Protein wurde in der 
unloslichen (Sediment-)Fraktion lokalisiert 
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1338-09 

ACA AAC ACA ATC <5AX TTG ATA CTA GA 
(SEQ ID NO: 93) 

1338-10 

TTT GTT TTA ACT AAT TAA AGG AGG AAT AAA ATA TGA GAG GAT CGC ATC AC 
(SEQ ID NO: 94) 

1338-11 

(SEQ^D^O^Ssf^ ^ ^ TAC CTC CAC TAG GAC GAA GA 

1338-12 

AAC CTC CCA CCA GCT GCT GTG CGA CAA ATG CCC GCC GGG TAC CCA AAC A 
(SEQ ID NO: 96) 

1338-13 

TGT TTG GGT ACC CGG CGG GCA TTT GT 
(SEQ ID NO: 97) 

1338-14 

CGC ACA GCA GCT GGT GGG AGG TTT CTT CGT CGT AGT GCA GGT ATT TCG GC 
(SEQ ID NO: 98) 

1338-15 

GGG AAG GTT TCG TGA TGG TGA TGG TGA TGC GAT CCT CTC ATA TTT TAT T 
(SEQ ID NO: 99) 

1338-16 

CCT CCT TTA ATT AGT TAA AAC AAA TCT AGT ATC AAA TCG ATT GTG TTT GT 
(SEQ ID NO: 100) 



T. Human OPG met-Iys[22-401] and met(Iys)£22-401] 

45 Um die met-iys- und met-Qys)3-Versionen von human OPG[22-401] herzustellen, wurden uberiappende Oligo- 
nuldeotide geschaff en, am die geeignete Anzahl an Lysinresten anzufugen. Die beiden Ofigos fQr jedes Kon- 
strukt wurden so geschaff en, daB sie uberlappen, urn die Bildung des Endprodukts in zwei PCR-Runden zu 
erlauben. Das Template fur die erste PCR-Reaktion war eine plasmiddre DNA-Praparation, die das humane 
OPO 22-401 -Gen enthielt Die erste PGR fOhrte zur Addition des (der) Lysinreste(n). Die zweite PCR erfolgte 

50 unter Einsatz des Produkts der ersten Runde and fuhrte zu einer Addition einer Sequenz, urn wieder die erste 
Restriktionsstelle, Clal, zu ergeben. 

Die endgultigen PCR-Genprodukte wurden mit den Restriktionsendonukleasen Qal and Kpnl verdant urn 
ein Fragment zu ergeben, welches die N-terminalen 28 Kodons von huOPG ersetzt Das mit Qal und Kpnl 
verdaute PCR-Produkt wurde anschlieBend in das Plasmid p AMG2 1 -huOPG [27-401] Iigiert, das ebenfaHs mh 

55 den beiden Restriktionsendonukleasen verdant worden war. Die ligierte DNA wurde verwendet zur Transfor- 
mation von kompetenten Wirtszellen des E. coli-Stammes 393. Die Kione wurden hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur 
BOdung des rekombinanten Proteinprodukts und des Besitzes der Genfusion mh der korrekten Nukleotidse- 
quenz einem Screening zugefQhrt Die Bestimnumg der Protein-Expressionsraten erfolgte anhand von Untersu- 
chungen mh 50 ml Schuttelflaschen. Das Gesamt-ZeDysat and das sonifizierte Sediment wurden hinsichtlich der 

60 Expression des Konstrukts durch Coomassieblau-gefarbte PAGE-Gele und Western-Analyse mh murinem 
Anti-OPG-Antikorper analysiert. Keines der Konstrukte zeigte ein nachweisbares AusmaB an Proteinexpres- 
sion, und Einschlufikdrper waren nicht sichtbar. Die DNA-Sequenzen wurden durch DNA-Sequenzierung 
bestatigL 

OligonuUeotid-Primer zur HersteUung von Met-Lys huOPG[22-401]: 
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1338-17 

ACA AAC ACA ATC GAT TTG ATA CTA GAT TTG TTT TAA CTA ATT 
AAA GGA GGA ATA AAA TG 
CSEQ ID NOs 101} 

1338-18 

CTA ATT AAA GGA GGA ATA AAA TGA AAG AAA CTT TTC CTC CAA 
AAT ATC 

(SEQ ID NO: 102) 



1338-20 

TGT TTG GGT ACC CGG CGG ACA TTT ATC ACA C 
(SEQ ID NO: 103) 



OUgonukleotid-Primer zur Hersteilung von Met-(Ly5)rhuOPG[22-401]: 

Oligonucleotide primers to prepare Met- (Lys) 3-huOPG[22- 

4011: 

1338-17 

ACA AAC ACA ATC GAT TTG ATA CTA GAT TTG TTT TAA CTA ATT 

AAA GGA GGA ATA AAA TG 
(SEQ ID NO: 104) 

1338-19 

CTA ATT AAA GGA GGA ATA AAA TGA AAA AAA AAG AAA CTT TTC 

CTC CAA AAT ATC 
(SEQ ID NO: 104) 

1338-20 

TGT TTG GGT ACC CGG CGG ACA TTT ATC ACA C 
(SEQ ID NO: 106) 



U. Human und Murine OPG [22-40iyFc-Fusionen 

Vier OPG-Fc-Fusionen wurden hergestellt, bei denen die Fc-Region von humanem IgGl mit dem N-Terminus 
entweder der faumanen oder murinen Osteoprotegerin-Aminosauren 22 bis 401 (bezeichnet mit Fc/OPG 
[22-401]) oder mit dem C-Termmos (bezeichnet mit OPG[22-401]/Fc) fusioniert wurde. Zur Herstelhmg der 
Fc-Fusionen wurde der in Beispiel 7 beschriebene Fuskrasvektor pFc-A3 verwendet 

Samtliche Fusionsgene wurden unter Anwendung von Standardverfahren der PCR-Technologie hei^esteilt 
Die Templates fQr die PCR-Reaktionen waren Plasmidpraparationen, die die Target-Gene enthielten. Uberlap- 
pende Oligos wurden geschaff n, urn den C-terminaien Bereich eines Gens mit dem N-terminalen Bereich des 
anderen Gens zu kombinieren. Dieses Verfahren ermoglicht die Fusion der beiden Gene im korrekten Leserah- 
men, nachdem die geetgneten PCR-Reaktionen durchgefuhrt worden sind AnfingHcb wurde em 'Tusionf -Obgo 
fur jedes Gen in eine PCR-Reaktion eingebracht rait einem fur den das Target-Gen tragenden Vektor umversel- 
len Primer Das komplementare "FusionsT-OIigo wurde mit einem universeflen Primer zur PGR des anderen 
Gens verwendet Am Ende dieser ersten PCR-Reaktion wurden zwei getrennte Jhrodukte erhalten, wobeibei 
jedem einzelnen Gen die Fusionsstefle vorfaanden ist, wodurch eine ausreichende Uberlappung geschaffen wml, 
urn die zweite PCR-Runde zur HerbeifOhrung der erwunschten Fusi n zu starten. In der zweiten PCR-Rund 
wurden die ersten beiden PCR-Produkte zusammen mit universeUen Primern kombmiert, und Qber die uberiap- 
penden Regionen wurde die fusionierte DNA-Sequenz vollstfindiger Lange gebildet 
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Di endgultigen PCR-Genprodukte wurden mit den Restriktionsendonukleasen Xbal und BamHI verdaut 
und anschlieBend in den Vektor pAMG21 ligiert, der ebenfalls mit den beiden Restriktionsendonukleasen 
verdaut worden war. Die ligierte DNA wurde verwendet zur Transformation v n kompetenten Wirtszellen des 
E. coIi-Stammes 393. Die KJone warden hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Bildung des rek mbinanten Prot inpro- 
5 dukts und des Besitzes der Genfusion mit d r korrekten Nukleotidsequenz einem Screening unterzogen. Die 
Bestimmung der Protein-Expressionsraten erfolgte durch Untersuchungen von 50 ml Schuttelflaschen. Das 
Gesamt-Zellysat, das soniflzierte Sediment, und der Oberstand wurden auf Expression der Fusion durch Coo- 
massie-gefarbte PAGE-Gele und Western- Analyse mit murinem Anti-OPG- Antikorper analysiert 

10 Fc/huOPG [22-401] 

Die Expression des Fusionspeptids Fc/hu OPG [22-401] wurde auf einem Coomassie-gefarbten PAGE-Gel 
und einem Western Blot nachgewiesen. Die Zellen weisen sebr groBe Einschlufikdrper auf, und die uberwiegen- 
de Menge des Produkts befindet sich in der unldslichen (Sediment-)Fraktion. Zur Herstellung dieser OPG-Fc- 
15 Fusion wurden die f olgenden Primer verwendet: 

1318-48 

CAG CCC GGG TAA AAT GGA AAC GTT TCC TCC AAA ATA TCT TCA TT 
20 (SEQ ID NOr 107) 

1318-49 

25 

CGT TTC CAT TTT ACC CGG GCT GAG CGA GAG GOT CTT CTG CGT GT 
(SEQ ID NO: 108) 

30 

Fc/muOPG [22-401] 

Die Expression des Fusionspeptids wurde auf einem Coomassie-gefarbten Gel und auf einem Western Blot 
nachgewiesen. Die Zellen weisen sehr groBe Einschlufikdrper auf, und die Oberwiegende Menge des Produkts 
35 befindet sich in der unldslichen (Sediment-)Fraktion. Zur Herstellung dieser OPG-Fc-Fusion wurden die folgen- 
den Primer eingesetzt: 

1318-50 

40 CGC TCA GCC CGG GTA AAA TGG AAA CGT TGC CTC CAA AAT ACC TGC 

(SEQ ID NOs 109) 

45 1318-51 

CCA TTT TAG CCG GGC TGA GCG AGA GGC TCT TCT GCG TGT 
(SEQ ID NOs 110) 

50 

muOPG[22-401]/Fc 

Die Expression des Fusionspeptids wurde auf einem Coomassie-gefarbten Gel und auf einem Western Blot 
55 nachgewiesen. Die Menge an rekombinantem Produkt war geringer als die OPG-Fusionsproteine mit der 
Fc-Regkra in der N-terminalen Position. Offensichtliche Einschlufikdrper wurden nicht nachgewiesen. Die 
Oberwiegende Menge des Produkts befand sich offenbar in der unldslichen (Sediment-)Fraktion. Zur Herstel- 
lung dieser OFG-Fc-Fuskra wurden die folgenden Primer eingesetzt: 

60 



65 



46 



DE 196 54 610 Al 



1318-54 

GAA AAT AAG CTG CTT AGC 
(SEQ ID NO; 111) 

1318-55 

CAG CTG CAG CTA AGC AGC 
(SEQ ID NO: 112) 



TGC AGC TGA ACC AAA ATC 



TTA TTT TCA CGG ATT G 



huOPG[22-40iyFc 

Die Expression des Fusionspeptids wurde auf einem Coomassiegefarbten Gel nicht nachgewiesen, obgleich 
auf dem Western Blot ein schwaches positives Signal vorhanden war. Offensichtliche EinschloBkorper wurden 
nicht nachgewiesen. Zur Herstellung dieser OPG-Fc-Fusion wurden die folgenden Primer eingesetzt: 

1318-52 

AAA AAT AAG CTG CTT AGC TGC AGC TGA ACC AAA ATC 
(SEQ ID NOs 113) 

1318-53 

CAG CTG CAG CTA AGC AGC TTA TTT TTA CTG ATT GG 
(SEQ ID NO: 114) 



V, Human OPG met[22-401>Fc-Fusion (P25A) 

Dieses Konstrukt kombiniert einen Aminosiureaustausch an Position 25 von Prolin zu Aianin (P25A) mit der 
huOPG met[22-401}-Fc-FusioiL Das Plasmid wurde mit den Restriktionsendonukleasen Clal und Kpnl verdant, 
wodurch die N-terminalen 28 Kodons des Gens entfernt werden, und das resuitierende kleine (weniger als 200 
Basenpaare) Fragment wurde mit einem Gel gereinigt. Dieses, den Austausch von Prolin durch Aianin aufwei- 
sende Fragment wurde anschlieBend in das Plasmid pAMG21-huOPG [22-401 >Fc-Fusion ligiert, das mit den 
beiden Restriktionsendonukleasen verdaut worden war. Die ligierte DNA wurde verwendet zur Transformation 
von kompetenten Wirtszelien des E. coli-Stammes 393. Die Klone wurden hinsichtlicb ihrer Fahigkeh zur 
Bildung des rekombinanten Proteinprodukts und des Besitzes der Genfusion mit der korrekten Nukleotidse- 
quenz einem Screening unterzogen, Die Bestimmung der Protein-Expressionsraten erfolgte durch Untersuchun- 
gen von 50 ml Schuttetflaschen. Das Gesamt-ZeDysat und das sonifizierte Sediment wurden auf Expression des 
Konstrukts untersucht durch Coomassie-gefarbte PAGE-Gele und Western-Analyse mit murinem Anti-OPG- 
Antikdrper. Die Expressionsrate des Fusionsproteins wurde auf einem Coomassie-gefarbten PAGE-Gel und auf 
einem Western Blot nachgewiesen. Das Protein befand sich in der unldslichen (Sediment-)Fraktion. Die Zellen 
wiese grofie EinschJuBkorper auf. 

W. Human OPG met[22-401] (P25A) 

Eine fur ein N-terminales Methionin und die Aminosauren 22 bis 401 von humanem OPG kodierende 
DNA-Sequenz, wobei das Prolin an Position 25 durch Aianin substituiert ist, unter der Kontrolle des Promoters 
luxPR in dem prokaryontischen Expressionsvektor pAMG21 wurde wie folgt konstruiert: Die synthetischen 
Oligos #1289-84 und #1289-85 wurden aneliert, urn einen Oligo-Linker-Duplex mit kohasiven Xbal- und 
KpnI-Enden auszubOden. Der synthetische Linker-Duplex nutzte optimale E coli-Kodons und k odier te fQr ein 
N-terminales Methi nin. Der Linker umfafite ferner eine Spel-Restriktionsstelle, die in der ursprunglichen 
Sequenz nicht vorhanden war. Der Linker-Duplex wurde unter Anwendung von Standardverf ahren direktional 
zwischen die Xbal- und KpnI-Stellen in pAMG21 -huOPG-22-401 insertiert Die Ligationsmischung wurde durch 
Transformation in E. coli-GM221-Wirtszellen eingefohrt. Die Klone wurden zuerst hinsichtlich der Bfldung des 
rekombinanten Proteins einem Screening unterzogen. Aus posttiven Klonen wurde plasmidare DNA isoliert, 
und es wurde eine DNA-Sequenzierung durcbgefQhrt, urn die DNA-Sequenz des Gens HuOPG-Met[22-401] 
(P25A) zu bestatigen. Zw Herstellung des Xbal-KpnJ-Linkers wurden die f lgenden Oligonukleotide einges tzt: 
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Oligo #1289-84 

5 ■ -CTA GAA GGA GGA ATA ACA TAT GGA AAC TTT TGC TCC 
AAA ATA TCT TCA TTA TGA TGA AGA AAC TAG TCA TCA GCT GCT 
GTG TGA TAA ATG TCC GCC GGG TAC -3' (SEQ ID NO: 115) 

Oligo #1289-85 

5'- CCG GCG GAC ATT TAT CAC ACA GCA GCT GAT GAC TAG 
TTT CTT CAT CAT AAT GAA GAT ATT TTG GAG CAA AAG TTT CCA 
TAT GTT ATT CCT CCT T-3' (SEQ ID NO: 116) 

X. Human OPG met[22-401] (P26A) und (P26D) 

Eine DNA-Sequenz, die fur ein N-tenninales Methionin und die Aminosauren 22 bis 401 von humanem OPG 
kodiert, wobei das Prolin an Position 26 durch Aianin substituiert ist, unter der Kontrolle des Promotors IuxPR in 
dem prokaryontischen Expressionsvektor pAMG21 wurde wie folgt hergestellt: Die synthetischen Oligos 
n 1289-86 und #1289-87 wurden aneliert, urn einen Oligo-Linker-Duplex mit kohasiven Xbal- und Spel-Enden 
auszubiideiL Der synthetische Linker-Duplex nutzte optimale E. coli-Kodons und kodierte fur ein N-terminales 
Methionin Der linker-Duplex wurde unter Anwendung von Standardverf ahren direktional zwischen die Xbal- 
und Spel-SteUen in pAMG21-huOPG [22-401] (P25A) insertiert Die Ligationsmischung wurde durch Transfor- 
mation in E. coli-GM221-Wirtszeflen eingefUhrt Die Klone wurden zuerst hinsichtlich der Produkdon des 
rekombinanten Proteins einem Screening unterzogen. Aus positrven Klonen wurde plasmidare DNA isoliert, 
und eine DNA-Sequenzierung wurde durchgefuhrt, urn die DNA-Sequenz des Gens huOPG-met[22-401] (P26A) 
zu bestatigen. Bei einem der sequenzierten Klone zeigte sich, dafi bei ihm das Prolin an Position 26 anste&e von 
Aianin durch Asparaginsaure substituiert war, und diese Klon erhielt die Bezeichnung huOFG-met[22-401] 
(P26D). Zur HersteQung des Xbal-Spel-Iinkers wurden die f otgenden Oligonukleotide eingesetzt: 

Oligo #1289-86 

5' - CTA GAA GGA GGA ATA ACA TAT GGA AAC TTT TCC 
TGC TAA ATA TCT TCA TTA TGA TGA AGA AA - 3' 
(SEQ ID NO: 117) 

Oligo #1289-87 

5 9 - CTA GTT TCT TCA TCA TAA TGA AGA TAT TTA GCA 
GGA AAA GTT TCC ATA TGT TAT TCC TCC TT - 3 * 
(SEQ ID NO: 118) 

Y. Human OPG met(22- 1 94] (P25A) 

Eine DNA-Sequenz, die fur ein N-terminales Methionin und die Aminosauren 22 bis 194 von humanem OPG 
kodiert, wobei das Prolin an Position 25 durch Aianin substituiert ist, unter der Kontrolle des Promotors IuxPR in 
dem prokaryontischen Expressionsvektor pAMG21 wurde wie folgt hergestellt: Die Plasmide pAMG21-huOP- 
G[27-194] und pAMG21-huOPG[22-401] (P25A) wurden beide mh den Endonukleasen Kpnl und BamHI ver- 
dant Das 450 bp groBe Fragment wurde aus pAMG21-huOFG£27-194] isoliert, wihrend das 6,1 kbp groBe 
Fragment aus pAMG21-huOPG[22-401] (P25A) isoliert wurde. Diese Fragmente wurden mheinander ligiert und 
durch Transformation in E. cofi-GM221-WirtszeDen eingefQhrt Die Kl ne wurden zuerst hinsichdich der Pro- 
duktion des rekombinanten Proteins einem Screening unterzogen* Aus poshiven Klonen wurde plasmidare 
DNA isoliert und eine DNA-Sequenzierung wurde durchgefuhrt urn di DNA-Sequenz des Gens huOPG- 
Me{22-194] (P25A) zu bestatigen 

Beispiel9 
Assoziation von OPG-Monomeren 
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Gentechnisch veranderte CHO-Zellen, die muOPG [22-401] flberexprimieren, wurden zam Erhalt von kondi- 
tioniertem Medium eingesetzt, urn das sekretierte rekombinante OPG unter Verwendung von polykloaalen 
Anti-OPG-Antikdrpera des Kaninchens zu analysieren. Ein Aliquot des konditionierten Mediums wurde 20fach 
konzentriert und anschlieBend durch reduzierende und nicht-reduzierende SDS-PAGE analysiert (Fig. 15). 
Unter reduzierenden Bedingungen migrierte das Protein als ein Polypeptid mit einer relativen MolekQlmasse s 
von 50—55 kD, wie man es vorhergesagt batte, wenn das reife Produkt an einer oder mehrerer seiner N-ver- 
knupften Consensus-GIykosyiierungsstellen glykosiliert ware. Bei der Analyse der selben Proben durch nicht-re- 
duzierende SDS-PAGE migrierte die uberwiegende Menge des Proteins uberraschenderweise als ein Polypep- 
tid mit ungefahr 100 kD, der doppelten GroBe des reduzierten Proteins. Zusatzlich gab es eine kleinere Menge 
des Polypeptids mit einer relative Molekulmasse von 50—55 kD. Dieses Migrationsmuster der SDS-PAGE to 
stinunte mit der Beobachtung uberein, daB das OPG-Produkt durch Oxidation einer oder mehrerer freier 
Sulfhydrylgruppen Dimere bildet 

Das vorhergesagte reife OPG-Polypeptid enthalt 23 Cysteinreste, von denen nach Vorhersage 18 an der 
Ausbildung von Disulfidbrucken innerbalb der Kette beteiligt sind, die die vier C^stein-reichen Domanen 
umfassen (Fig. 12A). Die funf verbleibenden C-terminaien Cysteinreste and bei der Sekundarstruktur, die auf is 
der Grundlage der Homologie mit anderen Vertretern der TNFR-Familie vorhergesagt werden kann, nicht 
beteiligt Insgesamt gibt es eine ungerade Nettoanzahl an Cysteinresten, und es ist formal mdglich, daB minde- 
stens ein Rest frei ist, urn eine intermolekulare Disulfidbindung zwischen zwei OPG-Monomeren auszubilden. 

Um den Veriauf der OPG-Kinetik und -Monomerassoziation aufzuklaren, erfolgte eine Pulsmarkierung. 
rauOPG[22-401] exprimierende CHO-Zellen wurden wie oben beschrieben 30 Minuten lang in serumfreiem 20 
Medium enthakend ^S-Methionin und -Cystein metabolisch markiert Nach dieser Zeitdauer wurde das Medi- 
um entfernt und durch voilstandiges Medium enthakend unmarkiertes Methionin und Cystein in Mengen eines 
ungefahr 2000fachen Oberschusses der ursprunglichen Konzentration an radioaktiven Aminosauren ersetzt Zu 
den Zeitpunkten 30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden, 4 Stunden, 6 Stunden und 12 Stunden nach der Zugabe 
wurden die ICulturen geerntet durch Entfernung des konditionierten Mediums, und Lysate der konditionierten 25 
Medien und adharierende Monolayer wurden prapariert Die Kulturmedien und die Zellysate wurden wie oben 
beschrieben geklart und anschlieBend unter Verwendung von Anti-OPG-Antik6rpern wie oben beschrieben 
immunprazipitiert Nach dem Waschen der Immunprazipitate wurden sie durch Kochen in nicht-reduzierendem 
SDS-PAGE-Puffer freigesetzt und in zwei gleiche Halften aufgeteilt Einer Halfte wurde das Reduktionsmittel 
p-Mercaptoethanol in einer Endkonzentration von 5% (V0L/V0L) zugegeben, wahrend die andere Halfte unter 30 
nichtreduzierenden Bedingungen gehalten wurde. Beide Ansatze von Immunpraziphaten wurden wie oben 
beschrieben durch SDS-PAGE analysiert, bevor sie fur eine Rontgenaufhahme vorbereitet und dieser zugefuhrt 
wurden. Die Ergebnisse sind in Fig. 16 dargesteilt. Die durch reduzierende SDS-PAGE anaJysierten Proben sind 
in den unteren beiden Abbildungen angegeben. Nach der Synthese wird das OPG-Potypepttd rasch zu einem 
geringfugig grdBeren Polypeptid prozessiert, wobei es sich hier wahrscheinlich um eine Modifikation durch 3s 
N-verknupfte Glykosylierung handeft Nach ungefahr 1 bis 2 Stunden nimmt die Menge an OPG in der Zelle 
dramatisch ab und erscheint gleichzeitig im Kulturuberstand Dies ist offenbar das Ergebnis des mit der Zek 
stattfindenden vektorieDe Transports von OPG aus der Zelle in das Medium, was mit der Beobachtung ubereins- 
timmt, daB OPG ein naturlicherweise sekretiertes Protein ist Eine Analyse der selben Immunprazipitate unter 
nicht-reduzierenden Bedingungen ergibt cfie Beziehung zwischen der Bildung von OPG-Dimeren und der 40 
Sekretion in das konditionierte Medium (Fig. 16, obere Abbildungen). In den ersten 30 bis 60 Minuten werden 
die OPG-Monomere in der ZeUe prozessiert durch off enbare Glykosylienmg und anscfalieBende Dimer-Bildung. 
Im Veriauf der Zeit wird die aberwiegende Menge der OPG-Monomere in dimere Formen umgewandeit, die 
nachfolgend aus der Zelle verschwinden. Etwa 60 Minuten nach der Synthese erscheinen OPG-Dimere im 
konditionierten Medium und werden fiber die Zeitdauer des Experiments akkumuliert Im AnschluB and^e 45 
Zeitdauer werden OPG-Dimere gebildet, welche anschlieBend in das Kulturmedium sezermert werden. OPG- 
Monomere sind im Veriauf der Zeit in einer geringen Anzahl innerhalb der Zelle persistent, und kleine Mengen 
erscheinen auch im Medium. Dies ist offenbar nicht das Ergebnis des Zusammenbrechens von kovalenten 
OPG-Dimeren, sondern vielmehr der Produktion von substdchiometrischen Mengen von Monomeren m der 
Zelle und der nachfolgenden Sekretion. . m 50 

Rekombinant produziertes OPG von transfizierten CHO-Zellen liegt offenbar fiberwiegend m Dimer-Form 
von Um zu ermhteln, ob die Dimerisierung ein natQrlicher Vorgang der Synthese von OPG ist, anaJysierten wir 
das konditionierte Medium einer Zellime, die naturlicherweise OPG exprimiert Die Zeffinie CTLL-2, erne 
murine zytotoxische T-Lymphozytenzeffinie (ATCC Zugriffsnummer TIB-214) erwies sich in einem Screening 
von Gewebe- und Zellinien-RNA als OPG-mRNA exprimierend Es zeigte sich, daB das OPG-Transknpt 55 
dasselbe war wie die klonierte und sequenzierte i5-3,0 kb groBe, in der Niere identifizierte RNA, und daB es 
fur ein sekretiertes Molekul kodiert Eine Western Blot-Analyse von durch CTLL-2-Zellen konditiomertem 
Medium zeigt, daQ die grdfite, wenn nicht die gesamte Menge des OPG-Proteins als Dimer sefa-etiert wird 
(Fi« 171 Hierdurch wird angezeigt, daB die Dimerisierung und Sekretion von OPG kern Artefakt der Uberex- 
pression in einer Zellinie daistellt, sondern wahrscheinlich die Hauptform des Produkts reprasentiert, wie es von 60 
exprimierenden Zellen produziert wird. . 

Gewebe und Serum von nonnalen und transgenen Mausen wurd n analysiert, um die Natur des in OPG-trans- 
genen Mausen exprimierten OPG-Molekuls zu ermitteln. Da die OPG-cDNA der Ratte unter Kontrofle ernes 
Hepatozyten-KontroUelements exprimiert wurde, wurden Extrakte analysiert, die aus dem Parenchym von 
KontroU- und transgenen Mausen unter nicht-reduzierenden Bedingungen h rgestellt worden waren (Fig. 18). 65 
Anders als bei KontroII-Mausen wuiden in Extrakten von transgenen Mausen OPG-Dimere zusammen mit 
stochiometrischen Mengen von Monomeren rasch nachg wiesen. Die OPG-Dimere und -Monomere smdoffen- 
bar identisch mit dem in gentechnisch hergesteilten CHO-Zellen exprimierten rekombinanten munnen Protein. 
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Dies deutet stark darauf hin, daB OPG-Dimere tatsachlich eine naturiiche F rm des Genprodukts und wahr- 
scheinlich aktive Schluss Ikomponenten sind In ahnlicher Weise wurden durch Anwendung einer Western 
Biot-Analyse Serumproben analysiert, die von K ntroll- und transgenen Mausen erhalten wurden. Bei den 
Kontroil-Mausen migriert di Qberwiegend Menge der OPG-Protein als Dimer, wahrend kleine Mengen an 
5 Monomer ebenfalls nachgewies n werden. Zusatzlich werden signifikante Mengen eines groBeren OPG-ver- 
wandten Proteins nachgewiesen, welches mit einer relativen Molekulmasse migriert, die mit der vorhergesagten 
GrdBe eines kovalent verknupften Trimers ubereinstimnit DemgemaB wird rekombinantes OPG in OPG-trans- 
genen Mausen Qberwiegend als dimeres Protein exprimiert, und die dimere Form kann die Gruncflage fur den 
Osteopetrose-Phanotyp von OPG-Mausen sein. Das rekombinante OPG-Protein kann auch in hohermolekula- 

to ren "trimeren" Formen existieren. 

Um festzustellen, ob die funf C-terminalen Cysteinreste von OPG eine Rolle bei der Homodimerisierung 
spielen, erfolgte unter Verwendung des QuickCbange™ Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene, San 
Diego* CA) gemaB obiger Darlegung ein Austausch der murinen OPG-Kodons fur die Cysteinreste 195 (CI 95), 
C202, C277, C319 und C400 durch solche fur Serin. Das muOPG-Gen wurde zwischen die Not!* und Xbal-Stellen 

is des Vektors pcDNA 3.1 (+) (Invitrogen, San Diego, CA) subkloniert Das resultierende Plasmid pcDNA 
3.1-muOPG und mutagene Primer wurden in Gegenwart von Desoxynukleotiden mit Pf u- Polymerase behandelt 
und anschlieBend wie oben beschrieben in einem Thennocycier ampliftziert Ein Aliquot der Reaktion wird 
anschliefiend zur Transfektion von kompetenten E. coli XL 1 -Blue durch Hitzeschock verwendet, bevor ausplat- 
tiert wurde. Die plasmidare DNA von Transformanten wurde anschlieBend sequenziert, um Mutationen zu 

20 bestatigen. 

Die folgenden Primerpaare wurden eingesetzt, um das Kodon des murinen OPG-Gens fur den Cysteinrest 195 
durch ein solches fur Serin zu ersetzen, was zur Produktion eines Proteins muOPG [22-401] C195S fuhrt: 

25 1389-19: 

5'-CAC GCA AAA GTC GGG AAT AGA TGT CAC-3' 
(SEQ ID NO: ISO) 

30 

1406-38: 

5'-GTG ACA TCT ATT CCC GAC TTT TGC GTG-3 ' 
» (SEQ ID NO: 151) 

Die folgenden Primerpaare wurden eingesetzt um das Kodon des murinen OPG-Gens fur den Cysteinrest 202 
40 durch ein solches fur Serin zu ersetzen, was zur Produktion eines Proteins muOPG [22-401] C202S fuhrt: 

1389-21 

5'-CAC CCT GTC GGA AGA GGC CTT CTT C-3' 
45 (SEQ ID NO: 152) 

1389-22: 

50 5'-GAA GAA GGC CTC TTC CGA CAG GGT G-3' (1389-22) 

(SEQ ID NO: 153) 

55 Die folgenden Pr imer paare wurden eingesetzt, um das Kodon des murinen OPG-Gens fur den Cysteinrest 277 
durch ein solches fur Serin zu ersetzen, was zur Produktion eines Proteins muOPG [22-40 1] C277S fuhrt: 

60 
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1389-23: 

5'-TGA CCT CTC GGA AAG CAG CGT GCA-3 ' 
(SEQ ID NO: 154) 

1389-24: 

5 ' -TGC ACG CTG CTT TCC GAG AGG TCA-3 ' 
(SEQ ID NO: 155) 



Die folgenden Primerpaare wurden eingesetzt, una das Kodon des raurinen OPG-Gens fur den Cysteinrest 319 
durch ein solches fur Serin zu ersetzen, was zur Produktion eines Proteins muOPG [22-401] C319S fuhrt: 

1389-17: 

5 '-CCT CGA AAT CGA GCG AGC AGC TCC-3' 
(SEQ ID NO: 156) 

1389-18s 

5 '-CGA TTT CGA GGT CTT TCT CGT TCT C-3' 
(SEQ ID NO: 157) 

Die folgenden Primerpaare wurden eingesetzt, urn das Kodon des raurinen OPG-Gens fur den Cysteinrest 400 
durch ein solches fur Serin zu ersetzen, was zur Produktion eines Proteins muOPG [22-401] C400S fuhrt: 



1406-72: 

5 ' -CCG TGA AAA TAA GCT CGT TAT AAC TAG GAA TGG-3 * 
(SEQ ID NO: 158) 

1406-75: 

5 '-CCA TTC CTA GTT ATA ACG AGC TTA TTT TCA CGG-3' 
(SEQ ID NO: 159) 

Jedes resultierende, die geeignete Mutation enthaltende muOPG [22-401>Plasmid wurde anschlieBend zur 
Transfektion von humanen 293-Zellen eingesetzt, und das mutante OPG-Fc-Fusionsprotein wurde wie oben 
dargelegt aus konditioniertem Medium gereinigt Die biologische Akdvhat eines jeden Proteins wurde durch 
Anwendung des in Beispiel 1 1 beschriebenen in vitro-Assays zur Osteoklastenbildung analysiert Das feonditio- 
nierte Medium einer jeden Transfektante wurde analysiert durch nicht-reduzierende SDS-PAGE und Western 
Blotting mit Anti-OPG-AntikorpenL 

Eine Mutation von irgendeinem der funf q-tennipalen Cysteinreste fuhrt zur Produktion von uberwiegend ( > 
90%) monomeren 55 kD OPG-Molekfilen. Dies deutet stark darauf hin, daB die C-terminalen Cystemreste 
zusammeneineR U beiderOPG-H modimerisierungspielen. . 

C-terminale OPG-Deletionsmutanten wurden hergesteflt urn die Region(en) der fQr die Oro-Homodimen- 
sierung wichtigen C-terminalen Domane von OPG zu kartieren. Diese OPG-Mutanten wurden hergesteUt durch 
PCR-Amplifikation unter Verwendung von Primern, durch die in die C-terminale Region von murmem OPG 
unreife Tr^latwnsterrainationssignale eingefuhrt werden. Das 5'-01igo wurde nach dem MuOPG-Startkodon 
(enthaltend eine Hindni-Restriktionsstelle) geschaffen, und die 3'-Otigonukleotide (enthaltend em Stopkodon 
und eine Xhol-Stelle) wurden geschaffen, urn di C-terminale Regi n von muOPG enweder las zumTnrTOnm- 
rest 200 (CT 200), zum Prolin 212 (CT 212), zur Glutaminsaure 293 (CT-293), oder zum Serm 355 (CT-355) zu 
verkQrzea 
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Die f olgenden Primer wurden zur Herstellung von muOPG [22-200] eingesetzt: 
1091-39: 

5 ' -CCT CTG AGC TCA AGC TTC CGA GGA CCA CAA TGA ACA 
AG-3' (SEQ ID NO: 160) 

1391-91: 

5' -CCT CTC TCG ACT CAG GTG ACA TCT ATT CCA CAC TTT TGC GTG 
GC-3' (1391-91) (SEQ ID NO: 161) 

Die folgenden Primer wurden zur Herstellung von mOPG [22-212] eingesetzt: 
1091-39: 

S'-CCT CTG AGC TCA AGC TTC CGA GGA CCA CAA TGA ACA 
AG-3' (SEQ ID NO: 162) 

1391-90: 

5 ' -CCT CTC TCG AGT CAA GGA ACA GCA AAC CTG AAG AAG 
GC-3' (SEQ ID NO: 163) 

Die folgenden Primer wurden zur Herstellung von muOPG [22-293] eingesetzt: 
1091-39: 

S'-CCT CTG AGC TCA AGC TTC CGA GGA CCA CAA TGA ACA 
AG-3' (SEQ ID NO: 164) 

1391-89: 

5 '-CCT CTC TCG AGT CAC TCT GTG GTG AGG TTC GAG TGG 
CC-3' (SEQ ID NO: 165) 

Die folgenden Primer wurden zur Herstellung von muOPG [22-355] eingesetzt: 
1091-39: 

5 ' -CCT CTG AGC TCA AGC TTC CGA GGA CCA CAA TGA ACA 
AG-3' (SEQ ID NO: 166) 

1391-88: 

S'-CCT CTC TCG AGT CAG GAT GTT TTC AAG TGC TTG AGG 
GC-3' (SEQ ID NO: 167) 

Jedes resultierende, die passende Verkurzung aufweisende muOPG-ct-Plasmid wnrde zur Transfekdon von 
humanen 293-ZeIlen verwendet, und das mutante OPG-Fc-Fusionsprotein wnrde wie oben beschrieben aus 
kondhioniertem Medium gereinigt Die biologiscfae Aknvit&t eines jeden Proteins wurde unter Anwendung des 
in Beispiel 11 beschriebenen in vitro- Assays zur Osteoklastenbfldung analysiert. Die kondttionierten Medien 
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wurden aucfa durch nicht-reduzierende SDS-PAGE und durch West m Blotting (inter Verwendung von Anti- 
OPG- Antikorpern analysiert 

Eine Verkurzung der C-terminalen Region von OPG bewirkt die Fahigkeit von OPG zur Bildung von 
Homodimeren. CT 355 ist uberwiegend monomer, bgleich einige Dimere gebildet werdea CT 293 bUdet 
offenbar gleiche molare Mesgen an Monomer und Dimer sowie ebenfalls hdhennolekulare Aggregate. CT 212 
und CT 200 sind jedoch monomer. 

Beispiel 10 
Reinigung von OPG 
A. Reinigung von Sauger-OPG-Fc-Fusionsprotetnen 

5 1 eines von ein OPG-Fc-Fusionsprotein exprimierenden 293-Zelien konditionierten Mediums wurden wie 
folgt hergestellt Eine gefrorene Zellprobe wurde in 10 ml 2935-Medium (glucosereiches DMEM, 1 x L-Gluta- 
min, 10% hhzeinaktiviertes fetales bovines Serum (FBS) und 100 ug/rai Hygromycin) aufgetaut und nach 1 Tag 
mit frischem Medium ernahrt Nach 3 Tagen wurden die Zellen in Verdfinnungen von 1 : 10 und 1 : 20 auf zwei 
T175-Flaschen aufgeteilt. Zwei zusatzliche 1 : 10-Aufteilungen erfolgten fur die Herstellung von 200 T175-Fia- 
schen. Zu diesem Zeitpunkt waren die Zellen 5 Tage lang aufgetaut Die Zeilen wurden fast bis zur Konfluenz 
(etwa 3 Tage) kultiviert, und zu diesem Zeitpunkt wurde Serum enthaltendes Medium abgezogen, und die Zellen 
wurden 1-mal mit 25 ml PBS pro Flasche gewaschen, und jeder Flasche wurden 25 ml SF-Medium (glucose 
retches DMEM, 1 x L-Glutamin) zugegeben. Die Zellen wurden 3 Tage lang bei 5% CO2 gehalten, und das 
Medium wurde geerntet, zentrifogiert und durch 0,45 \im Cellulosenitratfilter (Corning) ffltriert 

Die OPG-Fc-Fusionsproteine wurden unter Verwendung einer Protein G-Sepharosesaule (Pharmacia) gerei- 
nigt, welche in PBS equilibricrt worden war. Die SaulengroBe variierte in Abhangigkeit von dem Voluraen an 
Ausgangsmedium. Das wie oben beschrieben praparierte konditionierte Medium wurde auf die Saule geladen, 
und die Saule wurde mit PBS gewaschen, und reines Protein elirierte unter Verwendung von 100 mM Glycin, 
pH-Wert 2,7. Die Fraktionen wurden in Rohrchen gesammeh, die 1 M Tris, pH-Wert 9,2, enthielten, um so 
schnell wie moglich zu neutralisieren. Die Protein enthaltenden Fraktionen wurden vereinigt, in einer Amicon- 
Centricon 10 oder -Centriprep 10 konzentriert und in PBS diaffltriert Das reine Protein wird bei -80°C 
aufbewahrt 

Anhand theses Verfahrens wurden Murine [22-401]-Fc; Murine [22-180>Fc, Murine [22-194>Fc, human 
[22-401>Fc und human [22-201]-Fc gereinigL Murine [22-185>Fc wird anhand dieses Verfahrens aufgereinigt 

B. Herstellung von Anti-OPG-Antikorpern 

Drei Kaninchen des Typs New Zealand White (5—8 Pfd anfangliches Gewicht) erhiehen das mu- 
O PG[22-40 1 }- Fc-Fusionsprotein subkutan injiziert Jedes Kaninchen wurde am Tag 1 immunisiert mit 50 \ig 
Antigen, emulgiert in einem gleichen Volumen an Freund's volktandigem Adjuvans. Weitere Auffrischungen 
(Tage 14 und 28) erfolgten anhand derselben Vorgehensweise mit Substitution durch Freund's unvollstandigem 
Adjuvans. Die Antikorpertiter wurden durch EIA uberwacht Nach der zweiten Auffrischung ergaben die 
Antiseren hohe Antikorpertiter, und von jedem Tier wurden 25 mi gebildetes Blut erhalten. Die Seren wurden 
zuerst fiber eine Affinitatssaule geleitet, an der murine OPG-Fc immobilisiert worden war. Die Airti-OPG-Antt- 
korper wurden eluiert mh Pierce Gentle Elution Buffer enthahend 1 % Eisessigsaure. Das eluierte Protein wurde 
anschlieBend in PBS dialysiert und fiber eine Fc-Saule geleitet um jedwede fur den Fc-Teil des OPG-Fusionspro- 
teins spezifische Antikorper zu entf emeit Die Durchlauffraktionen, die Anti-OPG-spezifische Antikorper ent- 
hielten, wurden in PBS dialysiert 

C Reinigung von murine OPG [22-401] 
Ajitikdiper-Affinitatschromatographie 

Affinitats-gereiriigte Anti-OPG-Antikorper wurden in Kopplungspuffer (0,1 M Natriumcarbonat, pH-Wert 
83, 0,5 M NaCl) diafiltriert und 2 Stunden lang bei Raumtemperatur mh CNBr-aktivierten Sepharose-Kfigel- 
chen (Pharmacia) vermischt Das Harz wurde anschlieBend ausgiebig mh Kopplungspuffer gewaschen, bevor 
unbesetzte Stellen 2 Stunden lang bei Raumtemperatur mh 1 M Ethanolamin (pH-Wert 8,0) Wockiert wurden. 
Das Harz wurde anschlieBend zuerst bei niedrigem pH-Wert (0,1 M Natriumacetat, (pH-Wert 4,0, 04 M Nad) 
und anschlieBend bei einem hohen pH-Wert (OA M Tris-Hd pH-Wert 8,0, 0^M NaO) gewaschen. Die letzten 
WSschen wurden 3mal wiederholt Das Harz wurde schlieBlkh vor der Packung in die Saule mh PBS equflibnert 
Sobald die Packung erfolgt war, wurd das Harz mit PBS gewaschen. Eine Blindelution erfolgte mh Q4 M 
Glycin-HCI, pH- Wert 2J5, gef lgt von einer ReequiKbrierung mit PBS. 

Das konzentrierte, von muOPG[22-410] exprimierenden CHO-ZeOen konditionierte Medium wurde auf die 
SSule mh einer geringen FfieBgeschwindigkeit aufgetragen. Die Saule wurde mit PBS gewaschen, bis die bei 
280 nm gemessene UV-Absorptk>n wieder die Grundhnie erretchte. Das Protein wurde aus der Saule zuerst mit 
0,1 M Grycin-HC! (pH-Wert 2£) eluiert, bevor mit PBS reequilibriert und mh einem zweiten Puffer (0,1 M CAPS, 
pH-Wert 10A 1 M Nad) eluiert wurde, Die beklen Hutionspools wurden getrennt in PBS diafiltriert und vor 
dem Einfrieren auf - 20° C sterfl fOtriert 
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Konventionelle Chromatographic 

Das v a CHO-Zellen konditioaierte Medium wurde 23fach in iner 20 spiralformigcn Wundpatronc von 
Amicon (S10Y10) konzentriert und in 20 mM Tris, pH-Wert 8,0, diafiltriert. Das diafiltriert Medium wurde 
anschhefiend auf eine Q-Sepharose HP (Pharmacia)-Saule aufgetragen, welch mit 20 mM Tris, pH-Wert 8,0, 
equilibnert worden war. Die Saule wurde anschliefiend gewaschen, bis die Absorption bei 280 nm die Grundlinie 
erreichte. Das Protein wurde mit einem 20 Sauienvolumen umf assenden Gradienten von 0-300 mM NaCl in Tris, 
pH-Wert 8,0, eluiert Das OPG-Protein wurde durch Anwendung eines Western Blots der Slulenfrakdonen 
nachgewiesen. 

Die OPG enthaltenden Frakdonen wurden vereinigt und auf eine Endkonzentration von 300 mM NaCl, 0,2 
mM DTT gebracht Eine NiNTA-Superose (Qiagen)-Saule wurde mit 20 mM Tris, pH-Wert 8,0, 300 mM NaCl, 
02 mM DTT equilibnert, bevor die vereinigten Frakdonen aufgetragen wurden, Die Saule wurde mit Equflibrie- 
rungspuffer gewaschen, bis die Grundabsorption erretcht war. Die Proteine wurden aus der Saule mit einem 
0—30 mM Imidazol-Gradienten in Equilibrierungspuffer eluiert Die verbleibenden Proteine wurden von der 
Saule mit 1 M Imidazol gewaschen. Wiederum wurde ein Western Blot angewendet, urn die OPG enthaltenden 
Frakdonen nachzuweisea 

Die v ereinig ten Frakdonen aus der NiNTA-Saule wurden dialysiert in 10 mM Kaliumphosphat, pH-Wert 7,0, 
02 mM DTT. Der dialysierte Pool wurde anschlie&end auf eine keramische Hydroxylapatit-Saule (Bio-Rad) 
aufgetragen, welche mit 10 mM Phosphatpuffer equilibriert worden war. Nach dem Waschen der Saule wurde 
das Protein mit einem 20 Sauienvolumen umf assenden 10— 100 mM Kaliumphosphat-Gradienten eluiert Hieran 
schloB sich ein 20 Sauienvolumen umfassender Gradient von 100—400 mM Phosphat an. 

OPG wurde mittels Coomassieblau-Farbung der SDS-Polyacryiamidgele und durch Western Blotting nachge- 
wiesen. Die Frakdonen wurden vereinigt und in PBS diafiltriert und bei — 80°C etngefroren, Das gereinigte 
Protein lauft als Monomer und wird in dieser Form nach Diaflltration in PBS verbleiben. Das Monomer ist stabil, 
wenn es eingefroren oder bei pH-Wert 5 und 4*C aufbewahrt wird Bei der Lagerung bei 4°C in PBS werden sich 
nach 1 Woche jedoch Dimere und solche Formen bilden, die off enbar Trimere und Tetramere sind 

D. Reinigung von human OPG met[22-401] aus E. coli 

Die bakterieUe Zellpaste wurde unter Verwendung eines Humogenisators mit geringer Scherkraft bei 5°C in 
10 mM EDTA in einer Konzentration von 15% (GewTVoL) suspendiert Die ZeUen wurden anschlieBend durch 
zwei Homogenisationen mit jeweils 15 000 psi bei 5°C aufgebrochen. Das resulderende Homogenat wurde 
1 Stunde lang bei 5°C mit 5000 x g zentrifugiert Das Zentrifugalsediment wurde durch Homogenisadon mit 
geringer Scherkraft in einer dem ursprunglichen Homogenisadonsvolumen entsprechenden Wassermenge ge- 
waschen und nachf olgend wie zuvor zentrifugiert Das gewaschene Pellet wurde anschlieBend bei Raumtempe- 
ratur fur 30 Minuten loslich gemacht auf 15% (Gew/VoL) durch eine Ldsung von (Endkonzentration) 6 M 
Guanidin-HO, 10 mM Dithiotreitol, 10 mM Tris-HCL pH-Wert 8,5. Diese Losung wurde 30fach verdunnt in 2 M 
Harnstoff enthaJtend 50 mM CAPS, pH-Wert 10,5, 1 mM reduziertes Ghitathion, bevor 72 Stunden lang bei 5°C 
geruhrt wurde. Das OPG wurde aus dieser Losung bet 25° C gereinigt, indem zunachst der pH-Wert mit 
Essigsaure auf 4,5 eingestellt und anschlieBend eine Chromatographie unter Verwendung einer Saule von 
SP-HP-Sepharoseharz durchgefQhrt wurde, das mit 25 mM Natriumacetat, pH-Wert 4A equilibriert worden 
war. Die Eludon der Saule erfolgte bei einer FlieBgeschwindigkeit von 0,1 Saiilenvohimen/Minute mit einem 20 
Sauienvolumen umf assenden linearen Natriumchlorid-Gradienten von 50 mM bis 550 mM in dem selben Puffer. 
Die lediglich die erwunschte OPG-Form enthaltenden Peak-Frakdonen wurden vereinigt und bei 5°C aufbe- 
wahrt, oder der Puffer wurde durch Phosphat-gepufferte Saline ausgetauscht, und es erfolgte eine Konzentra- 
tion durch Ultrafiltration und one anscUieBende Aufbewahrung bei 5°C Dieses Material wurde analysiert 
mittels Umkehrphasen-HPLC, SDS-PAGE, Limulus Amobozyten-Lysat- Assay auf Anwesenheit von Endotoxin, 
und N-terminale Sequenzierung. Zusitzlich konnen zur Untersuchung der gefalteten Beschaffenheit des Prote- 
ins Techniken eingesetzt warden wie Massenspektrometrie, pH/Temperaturstabilitats-, Fluoreszenz-, Zirkular- 
dichroismus-, Differendalscanning-Kalorimetrie-, und Protease-ProfU- Assays, 

Beispielll 

Biologische Aktivitat von rekombinantem OPG 

Auf der Grundlage der Histologic und Histomorphometrie wurde die Anzahl an Osteoklasten durch hepati- 
sche Oberexpression von OPG in transgenen Mausen off enbar deutlich reduziert, was zu einer deutuchen 
Zunahme des Knochengewebes fuhrte (siehe Beispiel 4> Um eine tieferen Einblick in potentielle Mechanismen 
zu erhalten, die diesem in vivo-Effekt zugrundeliegen, sind vielfaltige Formen von rekombinantem OPG in 
einem in virxo-Kuhurmod n zur Osteoklastenbildung untersucht worden (Assay zur Osteoklastenbildung). 
Dieses Kultursystem wurde ursprungiich v n Udagawa ausgearbehet (Udagawa et al* Endocrinology 125, 
1805— 1813 (1989), Proc. NatL Acad. ScL USA 87, 7260-7264 (1990)) und macht Verwendung von einer Kombi- 
nation aus Knochenmarkzellen und ZeDen von Knochenmark-StitHiiazelliriiea Eine Beschreibung des fur diese 
Untersuchungen angewendeten modifizierten Koihursystems ist zuvor verdffendicht worden (Lacey et aL, 
Endocrinology 136, 2367—2376 (1995)). Bei diesem Verfahren werden aus den Femuren und Tibias von Mausen 
ausgespOhe Knochenmarkzellen Gber Nacht in Kuiturmedhim kulttviert (o-MEM mit 10% hitzeinakdviertem 
fetalen bovinen SerumX erganzt mh 500 U/ml CSF-1 (Kolonie-stimulierender Faktor 1, auch mit M-CSF 
bezeichn t\ einem fur Zellen der Monozyten/Makrophagen- Famflienabstammung spezifischer hamatopoeti- 
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scher Wachstumsfaktor. Iro AnschluB an diese Inkubation werden die nicht-adharierenden Zellen gesammelt, 
einer Gradientenreuiigung zugefuhrt und anschliefiend mit Zellen der Knodienmarkzellinie ST2 kokultiviert (1 
x 10 6 nicht-adharierende Zellen: 1 x 10 s CT2-Zellen/ml Medium). Das Medium wind mit Dexamethason (100 
nM) und dem als 1,25-Dihydroxyvhamin D3 bekannten biol gisch aktiven Metaboliten von Vitamin D3 angerei- 
chert (1,25 (OH) 2 D3, 10 nM). Urn das Erscheinen von Osteoklasten zu verstarken, wird einigen Kulturen 5 
Prostaglandin E2 (250 nM) zugegeben. Die Zeitdauer der Kokultivierung liegt gewohnlich im Bereich von 8 bis 
10 Tagen, und das Medium, bei dem samdiche Zusatzstoffe frisch zugegeben werden, wird alle 3 bis 4 Tage 
erneuert. Zu verschiedenen Zeitpunkten werden die Kulturen auf Anwesenheit von Tartrat-resistenter saurer 
phosphatase (TRAP) eatweder unter Anwendung einer histochemischen Farbung (Sigma Kit #387 A, Sigma, St. 
Louis, MO) oder durch den TRAP-Losungsassay untersucht Das histochemische TRAP-Verfahren erlaubt die 10 
phanotypische Identifizierung von Osteoklasten, die viele ( £ 3) Zellkerne aufweisen und ebenf alls TRAP + sind. 
Der Losungsassay beinhaltet die Lyse der Osteoklasten enthaltenden Kulturen in einem 0,1% Triton X-100 
enthaltendenCitratpulfer (100 mM, pH-Wert 5,0). Die Aktivitat derTartrat-resistenten sauren Phosphatase wird 
anschliefiend auf der Basis der Umwandlung von p-Nitrophenylphosphat (20 nM) zu p-Nitrophenol in Gegen- 
wart von 80 mM Natriumtartrat gemessen, die wahrend einer 3 bis 5 Minuten langen Inkubation bei RT auftritt is 
Die Reaktion wirxi abgebrochen durch Zugabe von NaOH in einer Endkonzentration von 0,5 M. Die optische 
Dichte bei 405 nra wird gemessen, und die Ergebnisse werden ausgewertet, 

Vorhergehende Studien (Udagawa et aL, ibid.) unter Anwendung des Assays zur Osteokiastenbildung haben 
gezeigt, daB diese Zellen Rezeptoren fur l25 I-Calcitonin exprimieren (Autoradiographic) und auf Knochenober- 
flachen Pits machen konnen, die in ^Combination mit der TRAP-Positivitat bestatigen, daB die vielkernigen 20 
Zellen einen Osteoklasten-Phanotyp aufweisen. Zusatzliche Befunde zur Stutzung des Osteoklasten-Phanotyps 
der vielkernigen Zellen, die im Osteoklasten-Bildungsassay in vitro entstehen, sind, daB die Zellen nach Immun- 
zytochemie av- und p3-Integrine und nach in ritu-Hybridisierung (ISH) den Calcitonin-Rezeptor und die TRAP- 
mRNA exprimieren. 

Die huOPG [22-40l]-Fc-Fusion wurde aus dem von CHO-Zellen konditionierten Medium gereuugt und 25 
nachfolgend im Osteoklasten-Bildungsassay eingesetzt Bei 100 ng/ml huOPG [22-401]-Fc war die Osteoklasten- 
bildung praktisch zu 1 00% inhibiert (Fig. 1 9A). Die in lysierten Kulturen in den Vertiefungen von Mikrotherplat- 
ten gemessenen TRAP-Werte wurden in Gegenwart von OPG mit einem ID*rWert von ungefahr 3 ng/ml 
ebenf alls inhibiert (Fig. 20). Das AusmaB der TRAP-Akthitat in Lysaten war offenbar mit der relativen, durch 
TRAP-Zytochemie ermittelten Anzahl an Osteoklasten korreliert (vgL Fig- 19A— 19G und 20> Gereinigtes 30 
humanes IgGl und TNFbp wurden in diesem Modell ebenf alls untersucht, und es wurde gefunden, daB sie keine 
hemmenden oder stimulieraiden Effekte aufweisen, wodurch angedeutet wird, daB die inhibitorischen Effekte 
von huOPG [22-401]-Fc auf den OPG-Teil des Fusionsproteins zurflckzufuhren sind. Zusatzliche Formen der 
humanen und murinen Molekule sind untersucht worden, und die kumulativen Daten sind in Tabelle 1 zusam- 
mengefafit 35 
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TabeUel 

Effekte vieifiltiger zahlreicher OPG-Formen auf die in vitro-Osteoklastenbfldung 



OPG-Konstrukt 



Relative Bioaktivitat 
in vitro 



muOPG [22-401]-Fc 
muOPG [22-194]-Fc 
muOPG [22-185]-Fc 
muOPG [ 22-180 ]-Fc 
muOPG [22-401] 
muOPG [22-401] C195 
muOPG [22-401] C202 
muOPG [22-401] C277 
muOPG [22-401] C319 
muOPG [22-401] C400 
muOPG [22-185] 
muOPG [22-194] 
muOPG [22-200] 
muOPG [22-212] 
muOPG [22-293] 
muOPG [22-355] 

huOPG [22-401]-Fc 
huOPG [ 22-201 ]-Fc 
huOPG [22-401]-Fc P26A 
huOPG [22-401]-Fc Y28F 
huOPG [22-401] 
huOPG [27-401J-FC 
huOPG [29-401J-FC 
huOPG [32-401]-Fc 



+++ 



+/- 



BD 50 = 0,4-2 ng/ml 
++r BD 50 = 2-10 ng/ml 

ED30 - 10-100 ng/ml 
-/ EDjo > 100 ng/ml 



Die kumulathren Daten Kegen nahe, daB die murinen und faumanen OPG*Aminosauresequenzen 22—401 in 
vitro vollstandig aktiv sind, wenn sie entweder mit der Fc-Domane fusioniert sind oder unfusioniert voriiegea 
Sie inhibieren in einer dosisahhangigen Weise und beshzen im Bereich von 2—10 ng/ml haibmaximale Aktivita- 
ten. Eine VerkGrzung des murinen C-Tenninus am Threoninrest 180 fuhrt zur Inaktivierung des Molekuls, 
wohingegen Verkurzungen am Cystein 185 und daruber hinaus voilstandige Aktivitat aufweisen. Der an Position 
185 lokafisierte Cysteinrest bildet vorhersagegemafi eine SS3-Bindung in der Region der Domane 4 von OPG. 
Eine Entfernung dieses Rests in anderen TNFR-verwandten Proteinen ist zuvor als die bioiogische Aktivhat 
aufhebend beschrieben worden (Yan etaUJ. BioL Chem. 266, 12 099— 12 104 (1994)). Unser Behind dafi muOPG 
[22-180]-Fc inaktiv ist wihrend muOPG [22*185]-Fc aktiv ist, stimmt mh cfiesen Beftmden ubereta Hierdurcfa 
wird nahegelegt, daB die Aminosslurereste 22— 185 eine Region fur die OP&AktivttsU definieren. 

Diese Befunden zeigen an, daB das rekombinante OPG-Protein, wie audi transgen exprimiertes OPG, die 
Osteoklastenbildung unterdrQckte, wie anhand des Osteoklasten-Bildungsassays festgestellt wurde. Die Experi- 
mente hinsichtlich des Zehverlaufs zur Untersuchung des Erscbeinens von TRAP+ZeDen, p3+-Zel!en und 
F480 + -Zellen in Kuhuren, di kontinuieriich mit OPG exponiert wurden, zeigen, daB OPG das Erscheinen von 
TRAP+- und P+ -Zellen, nicht aber von F480+ -Zellen blockiert. Im Gegensatz dazu erscheinen TRAP+- und 
P3+- Zellen in KontroIIkuituren am 4. Tag nach Kuhurbeginn. In mh OPG behandelten Kuhuren konnen 
ledigiich F480+ -Zellen gefunden werden, und sie sind offenbar quatitativ in derselben Anzahl wie in den 
KontroIIkuituren vorhanden. Demgemafi ist bei dem Mecbanismus der OPG-Effekte in vitro ffenbar one 
Blockierung der Osteokiastendifferenzierung nach dem Erscheinen von Monozyten-Makrophagen, aber vor 
dem Erscheinen von Zellen beteOigt, die entweder TRAP oder p3-Integrine exprimieren. Zusammengen mmen 
zeigen dies Befunde, daB OPG nicht mit dem allgemeinen Wachstum und der Differenzierung von Monozyten/ 
Makrophagen-Vorlauf rn im Knochenmark interferiert, sondern aus thnen folgt vielmehr, daB OPG in spezifi- 
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B. In vivo- Immunha tsexperiinen te mit ILl-aund IL1-0 



10 



scher Weise die selektivc Differenzierung v n Osteoklasten aus Monozyten/Makrophagen-Vorlaufem blok- 
kiert 

Zur genaueren Untersuchung, zu welchem Zeitpunkt OPG die Osteoklastendifferenzierung hemmte, wurde 
eine Variation des in vkro-Kulturverf ahrens angewendet. Bei dieser beschriebenen (Lacey et aL, ibid) Variation 
werden Makrophagen des Knochenmarks als Osteoklastenvorlaufer eingesetzt Die Osteoklastenvorlaufer 
werden abgeleitet durch Entnahme der nach einer Oberaacht-Inkubation in CSF-1/M-CSF nicht-adharierenden 
Knochenmarkzellen und Kultivieren der Zeilen fur zusatzfiche 4 Tage mit 1000—2000 U/ml CSF-1. Nach einer 
Kulturdauer von 4 Tagea, die als Wachstumsphase bezeichnet wird, werden die nicht-zusammenhangenden 
Zeilen entfemt Die adharierenden Zeilen, welche Knochenmark-Makrophagen sind, konnen anschlieBend fur 
bis zu 2 Tage vielfaltigen Behandlungen in Gegenwart von 1000—2000 U/ml CSF-1 ausgesetzt werden. Diese 
2tagige Periode wird intermediare Differenzierungsperiode genannt AnschlieBend werden die ZeHschichten 
wieder abgespult, iind dann werden ST-2-Zellen (1 x 10 5 Zeflen/mlX Dexamethason(100 nM) und 1,25 (OH) 2 
D3 (10 nM) fur die letzten 8 Tage zugegeben, was als terminale Differenzierungsperiode bezeichnet wird 
Wahrend dieser terminalen Periode kdnnen gieichermaBen Testagentien zugegeben werdea Die Aneignung 
phanotypischer Marker der Osteoklastendifferenzierung erfolgt wahrend dieser terminalen Periode (Lacey et is 
al., ibid): 

Im Rahmen dieses Modells wurde huOPG [22-401>Fc (100 ng/ml) untersucht auf seine Effekte auf die Osteo- 
klastenbildung, indem es entweder wahrend der intermediaren, terminalen, oder, aiternativ, wahrend beider 
Differenrierungsperioden zugegeben wurde. Sowohl TRAP-Zytochemie- als auch Losungs-Assays wurden 
durchgefuhrt Die Ergebnisse des Losungs-Assays sind in Fig. 21 dargestellt HuOPG [22-401]-Fc inhibierte das 20 
Auftreten der TRAP-Aktrvitat, wenn es sowohl in der intermediaren als auch in der terminalen Phase oder 
lediglich in der terminalen Differenzierungsphase zugegeben wurde. Im Falle der Zugabe wahrend der interme- 
diaren Phase und der anschlieBenden Entfernung aus den Kulturen durch Abspulen blockierte huOPG 
[22-401>Fc nicht das Auftreten der TRAP-Aktivitat in Kulturlysaten. Die zytochemischen Ergebnisse verlauf en 
parallel zu den Daten des Losungs-Assays Zusammengenommen zeigen diese Beobachtungen, daB huOPG 25 
[22-401]-Fc lediglich wahrend der terminalen Differenzierungsperiode anwesend zu sein braucht, um samtliche 
seiner suppressiven Effekte auf die OsteoklastenbOdung auszuuben. 



IL1 erhoht die Knochenresorption sowohl systemisch als auch lokal, wenn es uber die Calvaria von Mausen 
subkutan injiziert wird (Boyce et aL, Endocrinology 125, 1142-1 150 (1989)). Die systemiscfaen Effekte konnen 
anhand des AusmaBes an Hyperkalzamie und der lokalen Effekte histologisch bewertet werden, indem die 
relative Starke des Osteoklasten-vermittelten Ansprechens ermittelt wird Das 25el dieser Experimente lag in 
der Klarung der Frage, ob rekombinantes muOPG [22-401>Fc die lokalen und/oder systenuschen Wirkungen 35 
von 111 modifizieren konnte, wenn es uber dieselbe Region der Calvaria wie IL1 subkutan injiziert wird 

Experiment mit EL- 10 

Mannliche Mause (ICR-Swiss white) im Alter von 4 Wochen wurden in die folgenden Behandlungsgruppen 40 
aufgeteUt {5 Mause pro Gruppe): Kontrollgruppe: mit IL1 behandelte Tiere (Mause erhiehen 1 Injektion/Tag 
von 23 ug ILl-Bh mit niedriger Dosis von muOPG [22-401>Fc behandelte Tiere (Mause erhielten 3 Injektionen/ 
Tag von 1 *ig muOPG [22-401]-Fc); niedrige Dosis von muOPG [22-401>Fc und ILl-p; mit holier Dosis von 
muOPG [22-401>Fc behandelte Tiere (Mause erhielten 3 Injektioneo/Tag von 10 \ig muOPG [22-401>Fc); hohe 
Dosis von muOPG [22-401>Fc und ELI -p. Samtliche Mause erhielten die selbe Gesamtanzahl an Injektionen von as 
entweder aktivem Faktor oder Triger (0,1% bovines Senimalbumin in Phosphat-gepufferter Saline). Samtliche 
Gruppen wurden am Tag nach der letzten Injektion eingeschlifert Die Gewichte und Bhitwerte an lomsiertem 
Calcium werden vor den ersten Injektionen, 4 Stunden nach der zweiten Injektion und 24 Stunden nach der 
dritten IL1 -Injektion kurz vor dem Einschlafern der Tiere gemessea Nach dem Einschlafern wurde die Calvana 
entf ernt und fur die Herstellung von Paraffinschnitten vorbereitet so 

Experimente mit ILl-a 

Mannliche Mause (ICR-Swiss white) im Alter von 4 Wochen wurden in cfie folgenden Behandlungsgruppen 
unterteflt (5 Mause pro Gruppe): KontroDgruppe: mh ELI -a behandelte Tiere (Mause erhielten 1 Injektion/Tag ss 
von 5 tig ILl-ct); mh niedriger Dosis von muOPG [22-401>Fc behandelte Tiere (Mause erhielten 1 Injektion/Tag 
von 10 ug muOPG [22-401]-Fc); niedrige Dosis von muOPG [22-401>Fc und ILl-a (Dosierung wie oben); mit 
hoher Dosis von muOPG [22-401>Fabehandelte Tiere (Mause erhielten 3 InjektioneibTag von 10 \ig muOPG 
[22-401>Fc); hohe Dosis von muOPG [22-401>Fc und ILl-a. Samtliche Mause erhielten dieselbe Anzahl an 
InjektionenH-ag von entweder aktivem Fakt r oder Trager. SSmtBche Gruppen wuid n am Tag nach der 60 
letzten Injekti n eingeschlafert Die Messung der Blutwerte an ionisiertem Calcium erfolgte v r der ersten 
Injektion, 4 Stunden nach der zweiten Injektion und 24 Stunden nach der dritten ILl-Injektion kurz bevor die 
Here eingeschlafert wurden. Die Gewichte der Tiere wurden vor der ersten Injektion, 4 Stunden nach der 
zweiten Injektion und 24 Stunden nach der dritten IL1 -Injektion und 24 Stunden nach der dritten IL1 -Injektion 
kurz vor dem Einschlafern der Tiere gemessen. Nach dem Einschlafern wurde die Calvaria entfemt und fur di 65 
Herstellung v n Paraffinschnitten vorbereitet 
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Histoiogische Verfahren 

Knochenproben des Schadcldaches wurden in Zinkformalin fbriert, in Ameisensaure entkaBct, durcfa Ethan I 
entwassert und in Paraffin eingebett t Schnitte (5 Jim dick) durch die Calvaria erfolgten neben der Sutura 
lamdoideus, und sie wurden entweder mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt oder hinsichtlich der Tartratresisten- 
ten sauren Phosphatase-Aktivitat (Sigma Kit #387 A) umgesetzt und mit Hamatoxylin gegengefarbt Die 
Bewertung der Knochenresorption in den mit ILl-a behandelten Mausen erfolgte mittels histomorphometri- 
scher Verfahren unter Anwendung der Osteomessung (Osteometries, Atlanta, GA% bei der histoiogische Merk- 
male durch Verwendung einer an einem Mikroskop angebrachten Kamera auf eine A/D-Umsetzerplatte aufge- 
zeichnet werden. Die Bestimmung der Anzahl an Osteoklasten, der mit Osteoklasten geschichteten Oberflachen, 
sowie der zerfressenen Oberflachen erfolgte in den Markhdhlen des Schadeldachknochens. Die injizierten und 
nicht-injizierten Seiten der Calvaria wurden getrennt gemessen, 

Ergebnisse 

Bei den eingesetzten Dosierungen kam es, insbesondere am zweiten Tag, durch ILl-a und ILl-p zu einer 
Hyperkalzamie, was vermutlich auf die Induktion einer erhohten systemischen Knochenresorption zuruckzufuh- 
ren ist Die hyperkalzamische Reaktion wurde in den mit IL1-0 behandelten Mausen durch muOPG [22-401 ]-Fc 
blockiert und venninderte sich in mit ILl-a behandelten Mausen significant, wobei der Effekt am zweiten Tag 
am off ensichtlichsten war (Fig. 22A, 22B). 

Eine histoiogische Analyse der Schadeldacher von mit ILl-a und *p behandelten Miusen zeigt, daB Behand- 
lungen mit IL1 alleine zu einem deutlichen Anstieg der mit der Knochenresorption im Zusammenhang stehen- 
den Indizes fuhren, einschiieBlich: Anzahl an Osteoklasten, mit Osteoklasten besetzte Oberflachen, und zerfres- 
sene Oberflachen (Oberflachen, die auf grand der osteoklastischen Wirkung eine tiefe Aussackong aufweisen) 
(Fig* 23B, Tabelle 2). Die Zunahmen der Knochenresorption als Antwort auf ILl-a oder ILl-p waren auf den 
injizierten und nicht-injizierten Seiten der Calvaria ahnlich. Injektionen mit muOPG [22-401}-Fc fuhrten zu einer 
Verminderung der Knochenresorption sowohl in mit ILl-a und IL1-0 behandelten Mausen als auch in Mausen, 
die den Trager allein erhielten, aber diese Abnahme wurde lediglich auf den mit muOPG [22-401]-Fc injizierten 
Seiten der Calvaria beobachtet 

Die wahrscheinlichste Erklarung fur diese Beobachtungen ist, daB muOPG [22-401]-Fc die Knochenresorp- 
tion inhibierte, und diese Schlufifojgerung wird gestutzt durch die Reduktion der Gesamtzahl von Osteoklasten 
und des Prozentgehaltes der fur eine Knochenresorption zur Verfugung stehenden Knochenoberflache in der 
Region der Calvaria nahe den Stellen der Injektion von muOPG [22-401}-Fc Die Wirkungen von muOPG 
[22-401}-Fc schienen aufgrund histologischer Untersuchungen lokal am deutlichsten zu sein, aber die Tatsache, 
daB muOPG [22-401 ]-Fc auch die durch IL1 induzierte Hyperkalzamie abdampft, legt nahe, daB muOPG 
[22-401]-Fc systemisch mehr feine Effekte auf die Knochenresorption ausubt 
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GSyst mische Effelcte von muOPG [22-40 1]-Fc in wachsenden Mausen 

Mannlich BDF1 -Mause im Alter von 3 bis 4 Wocfacn mit einem Gewicht im Bereich von 9,2— 15 J g wurden 
in jeweils 10 Mause umfassende Gmippen aufg teflt Diese Maus erhielten subkutane Injektionen mit Salin 
oder muOPG [22-401>Fc 2JS mg/kg bid fur ein Zeitdauer von 14 Tagen (5 mg/kg/Tag). Die Mause wurden vor 
der Behandlung, am Tag 7 und am Tag 14 einer Rontgenaufnahme zugefuhrt Die Mause wurden 24 Stunden 
nach der letzten Injektion eingeschlafert Der rechte Oberschenkel wurde entfernt, in Zinkformalin fbriert, in 
Ameisensaure entkalkt und in Paraffin eingebetteL Schnitte erfolgten durch die mitdere Region der distalen 
f emoralen Metaphyse und den Femurschaft Die Knochendichte wurde mittels Histomorphometrie in 6 benach- 
banen Regionen ermittelt, die sich von der metaphysaren Grenze der Wachstumszone durch die primare und 
sekundare Spongiosa bis in die f emorale Diaphyse (Schaft) erstrecken. Jede Region betrug 0,5 x 0,5 mm 

Unterschiede der Rdntgenaufnahmen 

Nach einer Behandiungsdauer von 7 Tagen gab es in den OPG-behandelten Mausen im Vergleich zu den 
Kontrollen Anzeichen einer Zone mit erhdhter Knochendichte in der mit den Wachstumszonen assoziierten 
Spongiosa. Die Effekte waren in den distalen, femoralen und den proximalen tibialen Metaphysen besonders 
deutlich ausgepragt (Fig. 24A— 24B). Banden erhohter Dichte waren jedoch auch in den Wirbelkdrpern, der 
Ileum-Knochenleiste und der distalen Tibia vorhanden. Nach 14 Tagen hatten sich die Regionen der Opazitat 
weiter in die femoralen und tibialen Knochenschafte erstreckt, obgleich die Intensitat der Radioopazitat vermin- 
dert war. Zusatzfich gab es hinsichtiich der Lange der Oberschenkel beim AbschluB des Experiments oder 
hinsichtlich der Veranderung der Lange fiber die Zeitdauer des Experiments kerne Unterschiede, was bedeutet, 
dafi OPG das Knochenwachstum nicht verindert. 

Histologische Veranderungen 

Die distale f emorale Metaphyse zeigt in Regionen mit einem Abstand von 1,1 bis 2JS5 mm von der Wachstums- 
zone eine erhdhte Knochendichte (Fig; 25 und 26A bis 26B). Dies ist eine Region, in der es durch Osteoklasten- 
v rmittelte Knochenresorption in Mausen zu einem raschen Knochenschwund kommt In diesen schnell wach- 
senden jungen Mausen stimmt die bei der Behandlung mh OPG in dieser Region beobachtete Knochenzunahme 
mit einer Hemmung der Knochenresorption Qberem. 

D. Effekte von Osteoprotegerin auf den durch Ovarektomie induzierten Knochenschwund in der Ratte 

12 Wochen alte weibiiche Fisher-Ratten wurden einer Ovarektomie (OVX) oder einer Scheinoperation 
zugefuhrt und es erfolgten duale Rdntgenabsorptiometrie (DEXA)-Messungen der Knochendichte in der 
distalen femoralen Metaphyse. Nach einer Erholungsdauer von 3 Tagen erhielten die Here uber einen Zeitraum 
von 14 Tagen taglich folgende Injektionen: 10 scheinoperierte Here erhielten Tragerstoff (Phosphat-gepufferte 
Saline); 10 OVX-Tiere erhielten Tragerstoff (Phosphat-gepufferte Saline); 6 OVX-Tiere erhielten OPG-Fc 
5 mg/kg SC; 6 OVX-Tiere erhielten Pamidronat (PAM) 5 mg/kg SC; 6 OVX-Here erhielten Ostrogen (ESTR) 
40 kg/kg SC. Nach einer Behandiungsdauer von 7 und 14 Tagen wurde die Knochendichte der Here durch 
DEXA gemessen. 2 Tage nach der letzten Injektion wurden die Tiere eingeschlafert, und die rechte Tibia und der 
Femur wurden fur eine histologische Auswertung entnommen. 

Die DEXA-Messungen der Knochendichte zeigten einen Trend zur Redukdon der Knochendichte nach 
Ovarektomie; welcher durch OPG-Fc blockiert wurde. Seine Effekte waren denjenigen der bekannten Antire- 
sorptionsmittel Ostrogen und Pamidronat ahnlich, (Fig. 27). Die histomorphometrische Analyse bestatigte diese 
Beobachtungen und zeigte, daB eine Behandlung mit OPG-Fc in OVX-Ratten zu einer signifikant hdheren 
Knochendichte fuhrt, als sie bei unbehandelten OVX-Ratten festgestellt wurde (Flg.2S). Diese Ergebnisse 
best&tigen die Aktivhat von OPG beim Knochenschwund^ der mit einem Entzug von endogenem Ostrogen im 
AnschiuB an eine Ovarektomie assoznert ist 

Zusammenf assung der in vivo-Wirktingen 

Die in vivo-Wirkungen von rekombinantem OPG verlaufen parallel zu den Veranderungen, die bei OPG- 
transgenen Mausen beobachtet wurden. Die bei den OPG-transgenen Mausen festgesteflte Verminderung der 
Anzahl an Osteoklasten wird reproduziert durch lokales Injizieren von rekombinantem OPG uber die Calvaria 
von normalen Mausen und Mausen, die mit LLl-a oder IL1-0 behandelt wurden. Die OPG-transgenen Mause 
entwickeln einen Osteopetrose-Phanotyp mit progressivem Auffullen der Markhdhle mit Knochen und nicht- 
umgeformtem Knorpel, der sich von den Wachstumszonen erstreckt, vom Tag 1 nach der Geburt beginnend. In 
normalen 3 Wochen alien (wachsenden) Mausen fuhrten die Behandlungenmh OPG ebenf alls zur Retention von 
Knochen und nicht-umgef ormtem Knorpel in Regbnen intercartilaginarer Knochenbildung, wobei dieser Effekt 
radiographisch beobachtet und histologisch bestatigt wurde. DemgemaB fQhrt rekombinantes OPG zu phanot- 
ypischen Veranderungen von normalen Tieren, die denen ahnlich sind, die bei den transgenen Tieren beobachtet 
werden, und cfie Veranderungen stunmen mit der durch OPG induzierten Hemmung der Knochenresorption 
uberein. Auf der Grundlage von in vitro- Assays zur OsteoklastenbOdung liegt ein signifikanter Anteil <fieser 
H miming an einer beeintrachtigten Osteokiastenbildung. In Oberemstimmung mh dieser Hypothese blockiert 
OPG in der Ratte eine durch Ovarektomie induzierte Osteoporose. Der Knochenschwund in diesem Modell 
wird bekanntermaBen durch aktivierte Osteoklasten vermitteh, was darauf hinweist* daB OPG bei der Behand- 
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lung von primarer Osteoporose eine Rolle spielt 

Beispiel 12 

PEG-Derivate von OPG 5 

Herstellung von N-tenninalen PEG-OPG-Konjugaten durch reduktive Alkylierung 

Der Puffer von HuOPG met [22-194] P25A wurde durch 25-50 mM NaOAc, pH-Wert 4,5-4,8, ersetzt, und 
die Konzentration wurde auf 2—5 mg/mi eingestellt Diese Losung wurde zur Steuerung einer reduktiven to 
OPG-AIkylierung mit monofunktionellen PEG-Aldehyden bei 5— 7°C eingesetzt Der OPG-L6sung wurden 
Iineare oder verzweigte monofunktionelle PEG-Aldehyde mit einer relativen Molekulmasse von 1 bis 57 kD 
(erhiltfich von Shearwater Polymers) als Feststoffe in Mengen von 2—4 Mol PEG-Aldehyd pro Mol OPG 
angegebea Nach Auflosung des Polymers in der Proteinlosung wurde Natriumcyanometallborhydrid einer 
frisch zubereiteten 1 — 1,6 M Stammlosung in kahem entionisierten Wasser zugegeben, um in der Reaktionsmi- is 
schung eine Endkonzentration von 15 bis 20 mM zu erhalten. Das Voranschreiten der Reaktion und das Ausmafi 
der Derivatisierung von OPG durch PEG (OPG-PEGyiierung) wurde uberwacht durch Gro8enausschiu6-HPLC 
auf einer G3000SWxL-Saule (Toso Haas), eluierend mit 100 mM NaPO* 0,5 M NaCl 10% Ethanoi, pH-Wert 63. 
Typischerweise lieB man die Reaktion 16 bis 18 Stunden iang ablaufen, wonach die Reaktiocismischung 6 bis 
gf ac h verdunnt und der pH-Wert auf 3,5—4 abgesenkt wurde Die Reaktionsmischung wurde fraktioniert durch 20 
Ionenaustauschchromatographie (HP SP HiLoad 16/10, Pharmacia), eluierend mit 20 mM NaOAc, pH-Wert 4, 
mit einem 25 Saulenvolumen umfassenden linearen Gradienten auf 0,75 M Nad bei einer FBeBgeschwindigkeit 
von 30cm/Std Fraktionen von mono-, di- oder pory-PEGyliertem OPG wurden vereinigt und mittels SEC 
HPLC und SDS-PAGE charakterisiert Durch N-terminale Sequenzierung wurde nachgewiesen, daB das mono- 
PEG-OPG-Konjugat als Hauptreaktionsprodukt in den meisten Fallen zu 98% N-terminal PEG-modiflziertes 25 
OPG war. 

Diese Vorgehensweise wurde allgemein angewendet, um die folgenden N-tenninalen PEG-OPG-Konjugate 
herzusteUen (wo OPG HuOPG met [22-194] P25A ist;5kD monoPEG, 10 kD mono-verzweigtes PEG, 12 kD 
monoPEG, 20 kD monoPEG, 20 kD mono-verzweigtes PEG, 25 kD monoPEG, 31 kD monoPEG, 57 kD 
monoPEG, 12 kD diPEG, 25 kD diPEG, 31 kD diPEG, 57 kD diPEG, 25 kD triPEG. 30 

Herstellung von PEG-OPG-Konjugaten durch Acylierung 

Der Puffer von HuOPG met [22-194] P25A wurde ausgetauscht durch 50 mM BICINE-Puffer, pH-Wert 8, und 
die Konzentration wurde auf 2—3 mg/mi eingestellt Diese Losung wurde verwendet, um die Acylierung von 35 
OPG mit monofunktionellen PEG N-Hydroxysuaanimidylestern bei Raumtemperatur zu steuern. Der OPG-Ld- 
sung wurden Iineare oder verzweigte PEG N-Hydroxysuccinimidtylester mit einer relativen Molekulmasse von 1 
bis 57 kD (erhaltlich von Shearwater Polymers) als Feststoffe in Mengen zugegeben, die 4—8 Mol PEG 
N-Hydroxysucdmmidylester pro Mol OPG entsprechen. Das Voranschreiten der Reaktion und das AusmaB der 
Derivatisierung von OPG mit PEG wurde uberwacht durch Gr6BenausschluB-HPLC auf einer G3000SWxl- 40 
Saule (Toso Haas), eluierend mit 100 mM NaPO* 0,5 M NaCl 10% EthanoU pH-Wert 6$. Typischerweise UeB 
man die Reaktion 1 Stunde iang ablaufen, wonach die Reaktionsmischung 6 bis 8fach verdunnt und der pH- Wert 
auf 3,5—4 abgesenkt wurde. Die Reaktionsmischung wurde fraktioniert durch Ionenaustauschchromatographie 
(HP SP HiLoad 16/10, Pharmacia), eluierend mit 20 mM NaOAc, pH-Wert 4, mh einem 25 Saulenvolumen 
umfassenden linearen Gradienten auf 075 M Nad bei einer FBeBgeschwindigkeit von 30 cm/Std Fraktionen 45 
von mono-, di- oder poly-PEGyiiertem OPG wurden vereinigt und mittels SEC HPLC und SDS-PAGE charakte- 

^Diese Vorgehensweise wurde allgemein angewendet, um die folgenden PEG-OPG-Konjugate herzusteUen: 5 
kD polyPEG, 20 kD polyPEG, 40 kD poly- verzweigtes PEG, 50 kD poly PEG. ^ 

Herstellung von dimerem PEG-OPG 

HuOPG met [22-194] P25A wird zur Thiolierung bei 1 —3 mg/ml in einem Phosphatpuffer mh einem pH-Wert 
nahe dem neutralen Bereich vorberehet S-Acerylthiobernsteins§ureanhydrid (AMSA) wird unter Aufrechter- 
haitung des pH-Wertes bei 7,0 in einem 3-7-fachen molaren OberschuB zugegeben, und der Reaktionsansatz 55 
wird 2 Stunden lang bei 4°C gerflhrt. Das monothiolierte OPG wird von unmodifiziertem und polythioliertem 
OPG durch Ionenaustauschchromatographie getrennt, und das geschtttzte Thiol wird durch Behandlung nut 
Hydroxyiamin entschutzt, fJacJi dem Entschutzen wird das Hydroxylamin durch Gelffltration entfernt, und das 
resultierende m nothiolierte OPG wird einer Vielzahl v n thiolspezifischen chemischen Vernetzungsmittem 
zugefuhrt Um em uber Disulfidbindungen verknupftes Dimer zu schaffen, laBt man das thiolierte OPG bei > 60 
1 mg/ml dure* Dialyse in schwach basischem Phosphatpuffer eine Luftoaridation durchlaufen, Das kovalente 
Thioether-OPG-Dimer wurde hergesteUt durch Umsetzung des Bis-maleumd-Vemetzmgsmittels NJ^- 
Bis(3-nialdmidopropianyiV2-hydroxy-13-propan mit dem thiolierten OPG bei > 1 mg/ml bei einem molaren 
Verhaltnis von Vernetzungsmitt 1 zu OPG von 0,6 in Phosphatpuffer bei einem pH-Wert von 63. In ahnlicher 
Weise werden die PEG-Dumbbells hergesteUt durch Umsetzung von substSchiometrischen Mengen v n Bis- gs 
nialeimid-PEG-Vernetzungsmitteln mit thioliertem OPG bei > 1 mg/ml in Pfa sphatpuffer bei einem pH-Wert 
von 6*5. Jedes der obigen dimeren Konjugat kann durch Einsatz von Ionenaustausch- oder GroBenausschluB- 
Chr matographie weiter aufg reinigt werden, 
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Unter Anwendung der obigen Verfahren hergestellte dimere PEG-OPG-Konjugate (bei denen OPG HuOPG 
met [22-194] P25A ist) schlieSen Disulfid-verknupftes OPG-Dimer, kovalentes Thioether-OPG-Dim r mit einem 
aliphatischen Vernctz u ngs m ittel des Amintyps, 3,4 kD groBe und 8 kD groBe PEG-Dumbbells und -M nobells 
ein. 

Die PEG-OPG-Konjugate wurden hinsichtlich ihrer in vitro- Aktrvkat unter Anwendung des in B ispiel 11A 
beschriebenen Assays zur Osteoklastenreifung, und hinsichtlich ihrer in vivo-Akovitat durch Messung der 
erhdhten Knochendichte nach Injektion von Mausen gemaB Darlegung in Beispiel 11C untersucht Die in 
vrvo-Aktivitat ist in der f olgenden Tabelle 3 dargestellt 

Tabeile 3 

Biologische in vivo-Aktivitat von PEGOPG-Konjugaten 



OPG-Korts t rukt: 
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Disul fid- Verne t zung 



+ 
+ 



Obgleich die Erfindung in bezug auf ihre derzeit bevorzugten Ausfuhrungsformen beschrieben worden ist, soil 
sie durch die offenbarten Ausfuhrungsformen nicht beschrankt werden, sondern es ist im Gegensatz hierzu 
beabsichtigt, zahlreiche Modifikationen und Aquivalente abzudecken, die von den Grundgedanken der Erfin- 
dung und dem Schutzumfang der anhangenden Anspruche eingeschlossen werden, deren Schutzbereich in 
groBtmoglicher Interpretationsbreite zu ermitteln ist am samtliche derartige Modifikationen und Aquivalente 
zuumfassen. 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: Amgen Inc. 

(ii) BEZEICHN0NG DER ERFINDUNG: O S TEO PROTEGERIN 
(iii) ANZAEL DER SEQUENZEN: 168 

( iv) KORRESPONDENZADRESSE : 

(A) NAME: Amgen Inc. 

(B) STRABE: 1840 Dehavilland Drive 

(C) ORT: Thousand Oaks 

CD) BUNDESSTATT: Xalifornien 

(E) LAND: Vereinigte Staaten 

(F) POSTLEITZAHL : 91320 15 

(v) COMPUTERLESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAGER: Diskette 

(B) COMPUTER: IBM-PC-kompatibel 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 20 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 

(vi) DATEN DER JETZIGEN ANMELDUNG: 

(A) ANMELDENUMMER: 

(B) ANMELDETAG: 25 

(C) KLASSIFIKATION: 

(iii) ANGABEN ZUM ANWALT / VERTRETER : 

(A) NAME: Robert B. Winter 

(C) REFERENZ / AKTENNDMMER : A-378-CIP2 ^ 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICEEN : 

(A) LANGE: 36 Basenpaare 35 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKULS : cDNA ^ 

(xi) SEQUENZBESCHRBIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
AAAGGAAGGA AAAAAGCGGC CGCTACANNN NNNNNT 45 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2s 

( i ) SEQOENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 16 Basezipaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzelst 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKtJLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
TCGACCCACG CGTCGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 12 Baseiipaare 

(B) ART: NukleiiLsaiire 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3s 
GGGTGCGCAG GC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NOs 4: 
TGTAAAACGA CGGCCAGT 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO* 5: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) ST RANG FORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 
CAGGAAACAG CTATGACC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

{ i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 6: 
CAATTAACCC TCACTAAAGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
GCATTATGAC CCAGAAACCG GAC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART PES MOLEKtfLS: cOHA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
AGGTAGCGCC CTTCCTCAGA TTC 



(2} ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 
GACTAGTCCC ACAATGAACA AGTGGCTGTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 45 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKULS: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
ATAAGAATGC GGCCGCTAAA CTATGAAACA GCCCAGTGAC CATTC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(i) SEQUENZKENNZEIC3EN : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

<ii) ART DES MOLEKOlS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11: 
GCCTCTAGAA AGAGCTGGGA C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsMure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEBDLS; cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12: 
CGCCGTGTTC CATTTATGAG C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKflLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 
ATCAAAGGCA GGGCATACTT CCTG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsSure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKBLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID MO; 14: 
GTTGCACTCC TGTTTCACGG TCTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: IS: 



CAAGACACCT TGAAGGGCCT GATG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzel st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG; SEQ ID NO: 16: 
TAACTTTTAC AGAAGAGCAT CA6C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins£Lure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKOLS: cDNA 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 17 
AGCGCGGCCG CATGAACAAG TGGCTGTGCT GCG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID MO: 18: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) AST: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKDLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 18 



AGCTCTAGAG AAACAGCCCA GTGACCATTC C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN t 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsEure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

( D ) TOPOLOGIE : lineax 

(ii) ART DES MOLEKBLSj cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 
GTGAAGCTGT GCAAGAACCT GATG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKflLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 20: 
ATCAAAGGCA GGGCATACTT CCTG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE : 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKtiLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO s 21: 
GAGATCCTGA AGCTGCTCAG TTTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKtJLSr cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 
AGCGCGGCCG CGGGGACCAC AATGAACAAG TTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STEANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKQLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG i SEQ ID NO: 23: 
AGCTCTAGAA TTGTGAGGAA ACAGCTCAAT GGC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE i linear 

(ii) ART DES MOLEKflLS: cDNA 
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(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: 
ATAGCGGCC6 CTGAGCCCAA ATCTTGTGAC AAAACTCAC 39 

5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 45 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure tA 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DBS MOLEKOLS; cDNA 

15 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 
TCTAGAGTCG ACTTATCATT TACCCGGAGA CAGGGAGAGG CTCTT 45 

20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 25 

(B) ART: Nukle ins Sure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26: 
CCTCTGAGCT CAAGCTTCCG AGGACCACAA TGAACAAG 38 35 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 27: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 40 

(A) LANGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEK0LS: cDNA 45 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27: 

50 

CCTCTGCGGC CGCTAAGCAG CTTATTTTCA CGGATTGAAC CTG 43 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 55 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) M STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

GO 
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(ii) ART DES MOLEK6LS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 28: 
CCTCTGAGCT CAAGCTTCCG AGGACCACAA TGAACAAG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKQLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID HO: 29: 
TCCGTAAGAA ACAGCCGAGT GACC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID HO: 30s 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART : Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKuLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30: 
CCTCTGCGGC CGCTGTTGCA TTTCCTTTCT G 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID HO: 31: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN s 

(A) LANGE: 19 Amino saur en 

(B) ART: Amino saur e 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(11) ART DES MOLEKuLS: Protein 



Cxi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31: 

Glu Thx Leu Pro Pro Lys Tyr Leu His Tyr Asp Pro Glu Thr Gly His 
15 10 15 

Gin Leu Leu 
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(2) ANGABEN ZtJ SEQ ID NO: 32s 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART s Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOFOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKDLS: cDNA 



(xi) SEQTJENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32: 
TCCCTTGCCC TGACCACTCT T 



(2) ANGABEN ZTJ SEQ ID NO: 33: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzels trang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS; cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBONG: SEQ ID NO: 33: 
CCTCTGCGGC CGCACACACG TTGTCATGTG TTGC 



(2) ANGABEN ZTJ SEQ ID NO: 34: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzels trang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBDNG : SEQ ID NO: 34: 
TCCCTTGCCC TGACCACTCT T 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM; Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKQLS: cDNA 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 35: 
CCTCTGCGGC CGCCTTTTGC GTGGCTTCTC TGTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 36: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 36: 
CCTCTGAGCT CAAGCTTGGT TTCCGGGGAC GACAATG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NOs 37: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART * Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einze Is trang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 37: 
CCTCTGCGGC CGCTAAGCAG CTTATTTTTA CTGAATGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 38: 

( i > SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 37 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsSure 

(C) STRANGFORM: Einze Is trang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 38$ 
CCTCTGAGCT CAAGCTTGGT TTCCGGGGAC GACAATG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 39: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 
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(11) ART DBS M0LEK&LS : cDNA 

(xi) S£QD£NZB£SCfiR£XBUNG : SEQ ID NO: 39 
CCTCTGCGGC CGCCAGGGTA ACATCTATTC CAC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 40: 
( i ) SEQDENZKENNZEICHEN : 



(11) ART DES MOLEKOLS : cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 40: 
CCGAAGCTTC CACCATGAAC AAGTGGCTGT GCTGC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 41: 
( 1) SEQUENZKENNZEICHEN : 



(11) ART DES MOLEKflLS: cDNA 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 41: 
CCTCTGTCGA CTATTATAAG CAGCTTATTT TCACGGATTG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 42: 
(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 



(11) ART DES MOLEKfiLS: cDNA 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 42: 
TCCCTTGCCC TGACCACTCT T 



(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(A) LANGE: 40 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(A) 
(B) 
(C) 
(D) 



LANGE: 21 Basenpaare 
ART: Nukleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 
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(2) 



ANGABEN ZU SEQ ID NO: 43: 



(i) 



SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 35 Basetipaare 
(£) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: EinzeLstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(11) ART DES M0LEK0LS: cDNA 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ IB KO: 43: 
CCTCTGTCGA CTTAACACAC GTTGTCATGT GTTGC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 44: 
( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 



(11) AST DES MOLEKDLS: cDNA 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 44: 
TCCCTTGCCC TGACCACTCT T 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 45: 
(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 



(11) ART DES MOLEKflLS: cDNA 

(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 45: 
CCTCTGTCGA CTTACTTTTG CGTGGCTTCT CTGTT 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 46: 
(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 



(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFOSM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(A) 
(B) 
(C) 
(D) 



LANGE: 35 Basenpaare 
ART: Nukleinsaure 
STRANGFORM: Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 



(A) LANGE: 1537 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFOSM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(11) ART DES MOLEKULS: cDNA 
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(Xi> SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO; 46s 
GTGAAGAGCG TGAAGAGCGG TTCCTCCTTT CAGCAAAAAA CCCCTCAAGA CCCGTTTAGA 60 
GGCCCCAAGG GGTTATGCTA GTTATTGCTC AGCGGTGGCA GCAGCCAACT CAGCTTCCTT 120 5 

TCGGGCTTTC TTCTTCTTCT TCTTCTTTCC GCGGATCCTC GAGTAAGCTT CCATGGTACC 180 
CTGCAGGTCG ACACTAGTGA GCTCGAATTC CAACGCGTTA ACCATATGTT ATTCCTCCTT 240 
TAATTAGTTA AAACAAATCT AGAATCAAAT CGATTAATCG ACTATAACAA ACCATTTTCT 300 * 10 

TGCGTAAACC TGTACGATCC TACAGGTACT TATGTTAAAC AATTGTATTT CAAGCGATAT 360 
AATAGTGTGA CAAAAATCCA ATTTATTAGA ATCAAATGTC AATCTATTAC CGTTTTAATG 420 
ATATATAACA CGCAAAACTT GCGACAAACA ATAGGTAAGG ATAAAGAGAT GGGTATGAAA 480 
GACATAAATG CCGACGACAC TTACAGAATA ATTAATAAAA TTAAAGCCTG TAGAAGCAAT 540 
AATGATATTA ATGAATGCTT ATCTGATATG ACTAAAATGG TACATTGTGA ATATTATTTA 600 20 
CTCGCGATCA TTTATCCTCA TTCTATGGTT AAATCTGATA TTTCAATTCT GGATAATXAC 660 
CCTAAAAAAT GGAGGCAATA TTATGATGAC GCTAATTTAA TAAAATATGA TCCTATAGTA 720 
GATTATTCTA ACTCCAATCA TTCACCGATT AATTGGAATA TATTTGAAAA CAATGCTGTA 780 25 

AATAAAAAAT CTCCAAATGT AATTAAAGAA GCGAAATCAT CAGGTCTTAT CACTGGGTTT 840 
AGTTTCCCTA TTCATACTGC TAATAATGGC TTCGGAATGC TTAGTTTTGC ACATTCAGAG 900 

30 

AAAGACAACT ATATAGATAG TTTATTTTTA CATGCGTGTA TGAACATACC ATTAATTGTT 960 

CCTTCTCTAG TTGATAATTA TCGAAAAATA AATATAGCAA ATAATAAATC AAAGAACGAT 1020 

TTAACGAAAA GAGAAAAAGA ATGTTTAGCG TGGGCATGCG AAGGAAAAAG CTCTTGGGAT 1080 35 

ATTTCAAAAA TATTAGGCTG TAGTAAGCGC ACGGTCACTT TCCATTTAAC CAATGCGCAA 1140 

ATGAAACTCA AIACAACAAA CCGCTGCCAA AGTATTTCTA AAGCAATTTT AACAGGAGCA 1200 

ATTGATTGCC CATACTTTAA AAGTTAAGTA CGACGTCCAT ATTTGAATGT ATTTAGAAAA 1260 40 

ATAAACAAAA GAGTTTGTAG AAACGGAAAA AGGCCATCCG TCAGGATGGC CTTCTGCTTA 1320 

ATTTGATGCC TGGCAGTTTA TGGCGGGCGT CCTGCCCGCC ACCCTCCGGG CCGTTGCTTC 1380 

GCAACGTTGA AATCCGCTCC CGGCGGATTT GTCCTACTCA GGAGAGCGTT CACCGACAAA 1440 

CAACAGATAA AACGAAAGGC CCAGTCTTTC GACTGAGCCT TTCGTTTTAT TTGATGCCTG 1500 

GGAGTTCCCT ACTCTCGCAT GGGGAGACCA TGCATAC 1537 50 

55 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 47: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGS: 48 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DBS MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 47: 
CCGGCGGACA TTTATCACAC AGCAGCTGAT GAGAAGTTTC TTCATCCA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 48: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 55 Basenpaare 

(B) ART: Nuklelnslure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrane 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xl) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 48: 
CGATTTGATT CTAGAAGGAG GAATAACATA TGGTTAACGC GTTGGAATTC GGTAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 49: 

(i) SEQUENZKENNZEICHENi 

(A) LANGE: 49 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 49: 
CGAATTCGAA CGCGTTAACC ATATGTTATT CCTCCTTCTA GAATCAAAT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 50: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 1546 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einze 1 Strang 

(D) TOPOLOGXE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 50: 
GCGTAACGTA TGCATGGTCT CCCCATGCGA GAGTA666AA CTGCGAGGGA TCAAATAAAA 
CGAAAGGCTC AGTCGAAAGA CTGGGCCTTT CGTTTTATCT GTTGTTTGTC GGTGAACGCT 
CTCCTGAGTA GGACAAATCC GCCGGGAGCG GATTTGAACG TTGCGAAGCA ACGGCCCGGA 
GGGTGGCGGG CAGGACGCCC GCCATAAACT GCCAGGCATC AAATTAAGCA GAAGGCGATC 
CTGACGGATG GCCTTTTTGC GTTTCTACAA ACTCTTTTGT TTATTTTTCT AAATACATTC 
AAATATGGAC GTCGTACTTA ACTTTTAAAG TATGGGCAAT CAATTGCTCC TGTTAAAATT 
GCTTTAGAAA TACTTTGGGA GCGGTTTGTT GTATTGAGTT TCATTTGCGC ATTGGTTAAA 
TGGAAAGIGA CCGTGCGCTT ACTACAGCCT AATATTTTTG AAATATCCCA AGAGCTTTTT 
CCTTCGCATG CCCACGCTAA ACATTCTTTT TCTCTTTTGG TTAAATCGTT GTTTGATTTA 
TTATTTGCTA TATTTATTTT TCGATAATTA TCAACTAGAG AAGGAACAAT TAATGGTATG 
TTCATACACG CATGTAAAAA TAAACXATCT ATATAGTTGT CTTTCTCTGA ATGTGCAAAA 
CTAAGCATTC CGAAGCCATT ATTAGCAGTA TGAATAGGGA AACTAAACCC AGTGATAAGA 
CCTGATGATT TCGCTTCTTT AATTACATTT GGAGATTTTT TATTTACAGC ATTGTTTTCA 
AATATATTCC AATTAATCGG TGAATGATTG GAGTTAGAAT AATCTACTAT AGGATCATAT 
TTTATTAAAT TAGCGTCATC ATAATATTGC CTCCATTTTT TAGGGTAATT ATCCAGAATT 
GAAATATCAG ATTTAACCAT AGAATGAGGA TAAATGATCG CGAGIAAATA ATATTGAGAA 
TGTACCATTT TAGTCATATC AGATAAGCAT TGATTAATAT CAITATTGCT TCTACAGGCT 
TTAATTTTAT TAATTATTCT GTAAGTGTCG TCGGCATTTA TGTCTTTCAT ACCCATCTCT 
TTATCCTTAC CTATTGTTTG TCGCAAGTTT TGCGTGTTAT AXATCATTAA AACGGTAAXA 
GATTGACATT TGATTCTAAT AAATTGGATT TTTGTCACAC TATTATATCG CTTGAAATAC 
AATTGTTTAA CATAAGTACC TGTAGGATCG TACAGGTTTA CGCAAGAAAA TGGTTTGTTA 
TAGTCGATTA ATCGATTTGA TTCTAGATTT GTTTTAACTA ATTAAAGGAG GAATAACATA 
TGGTTAACGC GTTGGAATTC GAGCTCACTA GTGTCGACCT GCAGGGTACC ATGGAAGCTT 
ACTCGAGGAT CCGCGGAAAG AAGAAGAAGA AGAAGAAAGC CCGAAAGGAA GCTGAGTTGG 
CTGCTGCCAC CGCTGAGCAA TAACTAGCAT AACCCCTTGG GGCCTCTAAA CGGGTCTTGA 
GGGGTTTTTT GCTGAAAGGA GGAACCGCTC TTCACGCTCT TCACGC 



10 



15 



60 
120 
180 
240 
300 
360 
420 
480 
540 

600 20 

660 

720 

780 

840 

900 

960 
1020 
1080 
1140 
1200 
1260 
1320 
1380 
1440 
1500 

1546 50 



25 



30 



35 



40 



45 



55 



60 



65 



79 



DE 196 54 610 Al 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 51: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN* 

(A) LANGE: 47 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOFOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MQLEKOLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 51: 
TATGAAACAT CATCACCATC ACCATCATGC TAGCGTTAAC GCGTTGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 52: 

(i) SEQUENZKENNZ E ICHEN : 

(A) LANGE: 49 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Elnzelstrang 

(D) T0P0L0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 52: 
AATTCCAACG CGTTAACGCT AGCATGATGG TGATGGTGAT GATGTTTCA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 53: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 141 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Elnzelstrang 

(D) TOFOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MQLEXiJLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 53: 
CTAATTCCGC TCTCACCTAC CAAACAATGC CCCCCTGCAA AAAATAAATT GATATAAAAA 
ACATACAGAT AACCATCTGC GGTGATAAAT TATCTCTGGC GGTGTTGACA TAAAIACCAC 
TGGCGGTGAT ACTGAGCACA T 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 54: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 147 Basecpaare 

(B) ART: Nukle ins Sure 5 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) T0P0L0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : cDNA 

10 

(xi) SEQUEN2BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 54: 
CGATGTGCTC AGTATCACCG CGAGTGGTAT TTATGTCAAC ACCGCCAGAG ATAATTTATC 60 
ACCGCAGATG GTTATCTGTA TGTTTTTTAT ATGAATTTAT TTTTTGCAGG GGGGCATTGT 120 
TTGGTAGGTG AGAGCGGAAT TAGACGT 147 

20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 55: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGS: 55 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsSure 25 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKDLS: cDNA 

30 

(xi) SEQDENZBESCHSEIBUNG: SEQ ID NO: 55: 
CGATTTGATT CTAGAAGGAG GAATAACATA TGGTTAACGC GTTGGAATTC GGTAC 55 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 56: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN* 

(A) LANGE: 49 Basenpaare ^ 

(B) ART: Nukleinsaore 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA ^ 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 56s 
CGAATTCCAA CGCGTTAACC ATATGTTATT CCTCCTTCTA GAATCAAAT 49 so 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 57: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 668 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsMure 

(C) S TRANSFORM: Eiii2el Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 57: 

GTGAAGAGGG TGAAGAGCGG TTCCTCCtTT GAGGAAAAAA CCCCTCAAGA CCCGTTTAGA 60 

GGCCCGAAGG GGTTATGCTA GTTATTGCTC AGCGGTGGCA GGAGCGAACT CAGCTTCCTT 120 

TCGGGCTTTC TTCTTCTTCT TCTTCTTTCC GCGGATCCTC GAGTAAGCTT CCATGGTACC 180 

2Q CTGGAGGTCG ACACTAGTGA GCTCGAATTC CAACGCGTTA ACCATATGTT ATTCCTCCTT 240 

TAATTAGTTA ACTCAAATCT AGAATCAAAT CGATAAATTG TGAGCGCTGA GAATTGAGAA 300 

TATTAATCAA GAATTTIAGC ATXTGTGAAA TGAATTTTTT AAAAAIXATG AGACGTCCAT 360 

25 ATTTGAATGT ATTTAGAAAA ATAAACAAAA GAGTTTGTAG AAACGCAAAA AGGCGATCCG 420 

TCAGGATGGC CTTCTGCTTA ATTTGATGCC TGGCAGTTTA TGGCGGGCGT CCTGCCCGCC 480 

ACCCXCCGGG CCGTTGCTTC GCAACGTTCA AATCCGCTCC CGGCGGATTT GTCCTAGTCA 540 

30 

GGAGAGCGTT CACCGACAAA CAACAGATAA AACGAAAGGC CCAGTCTTTC GACTGAGCCT 600 

TTCGTTTTAT TTGATGCCTG GCAGTTCCCT ACTCTCGGAT GGGGAGACCA TGGATACGTT 660 

35 ACGCACGT 668 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 58: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN : 
40 (A) LANGE: 726 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

45 (U) ART DES MDLRK&LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 58: 

GCGTAACGTA TGGATGGTCT CCCCATGCGA GAGTAGGGAA CTGCCAGGCA TCAAATAAAA 60 

CGAAAGGCTC AGTCGAAAGA CTGGGCCTTT CGTTTTATCT GTTGTTTGTC GGTGAACGCT 120 

CTCCTGAGTA GGACAAATCC GCCGGGAGCG GATTTGAACG TTGCGAAGGA ACGGCCCGGA 180 

GGGTGGCGGG GAGGACGCCC GCCATAAACT GCGAGGGATC AAATTAAGCA GAAGGGGCCT 240 

CCCACCGCCC GTCCTGCGGG CGGTATTTGA CGGTCCGTAG TTTAATTCGT CTTCGCCATC 300 

60 CTGACGGATG GCCTTTTTGC GTTTCTACAA ACTCTTTTGT TTATTTTTCT AAATACATTC 360 
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AAATATGGAC 
AATATTCTCA 

ATTAAAGGAG 
GCAGGGTACC 
CCGAAAGGAA 
GGCCTCTAAA 
TCACGC 



GTCTCATAAT 
ATTGTGAGCG 
GAATAACATA 
ATGGAAGCTT 
GCTGAGTTGG 
CGGGTCTTGA 



TTTTAAAAAA 
CTCACAATTT 
TGGTTAACGC 
ACTCGAGGAT 
CTGCTGCCAC 
GGGGTTTTTT 



TTCATTTGAC 
ATCGATTTGA 
GTTGGAATTC 
CCGCGGAAAG 
CGCTGAGCAA 
GCTGAAAGGA 



AAATGCTAAA 
TTCTAGATTT 
GAGCTCACTA 
AAGAAGAAGA 
TAACTAGCAT 
GGAACCGCTC 



ATTCTTGATT 
GTTTTAACTA 
GTGTCGACCT 
AGAAGAAAGC 
AACCCCTTGG 
TTCACGCTCT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 59: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGEi 44 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 59: 
TACGCACTGG ATCCTTATAA GCAGCTTATT TTTACTGATT GGAC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 60: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKDLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 60: 
GTCCTCCTGG TACCTACCTA AAACAAC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 61: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 102 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKBLS: cDNA 
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(xl) SEQUENZBESCHEEIBUNG r SEQ ID NO: 61: 
TATGGATGAA GAAACTTCTC ATCAGCTGCT GTGTGATAAA TGTCCGCCGG GTACCCGGCG 
GACATTTATC ACACAGCAGC TGATGAGAAG TTTCTTCATC CA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 62: 

(i) SEQUENZKENN2EICHEN : ' 

(A) LANGE: 19 AminosSLurea 

(B) ART: Aminos&ure 

(C) STRANGFOBM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS: Protein 



(xl) SEQUENZBESCHEEIBUNG : SEQ ID NO: 62: 

Met Asp Glu Glu Thr Ser His Gin Leu Leu Cys Asp Lys Cys Pro Pro 
1 5 10 15 

Gly Thr Tyr 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 63: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 84 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsSure 

(C) STRANGFOBM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS: cDNA 



<xx) SEQUENZBESCHEEIBUNG : SEQ ID NO: 63: 
TATGGAAACT TTTCCTCCAA AATATCTTCA TTATGATGAA GAAACTTCTC ATCAGCTGCT 
GTGTGATAAA TGTCCGCCGG GTAC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 64: 

( 1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 78 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFOBM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKULS: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHEEIBUNG : SEQ ID NO: 64: 
CCGGCGGACA TTTATCACAC AGCAGCTGAT GAGAAGTTTC TTCATCATAA TGAAGATATT 
TTGGAGGAAA AGTTTCCA 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 65: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 44 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDHA 



(ii) ART DES MOLEKDLS: cDNA 



10 



15 



(xi) SEQDENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 65 i 
TACGCACTGG ATCCTTATAA GCAGCTTATT TTCACGGATT GAAC 44 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 66s 

(i) SEQDENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 20 

(B) ART: NukleinsSLure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 25 



38 30 



(Xi) SEQDENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 66: 
GTGCTCCTGG TACCTACCTA AAACAGCACT GCACAGTG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 67: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 35 

(A) LANGE: 84 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

( D ) TOPOLOGIE : linear 



40 



45 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 67: 
TATGGAAACT CTGCCTCCAA AATACCTGCA TTACGATCCG GAAACTGGTC ATCAGCTGCT 60 
GTGTGATAAA TGTGCTCCGG GTAC 84 

50 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 68: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 78 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure „ 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS; cDNA 

60 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 68: 
CCGGAGCACA TTTATCACAC AGCAGCTGAT GACCAGTTTC CGGATCGTAA TGCAGGTATT 
TTGGAGGCAG AGTTTCCA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 69: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN i 

(A) LANGE: 54 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKBLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 69: 
TATGGACCCA GAAACTGGTC ATGAGCTGCT GTGTGATAAA TGTGCTCCGG GTAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 70: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 48 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKflLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 70s 
CCGGAGCACA TTTATCACAC AGCAGCTGAT GACCAGTTTC TGGGTCCA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 71: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 87 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKBLS: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 71? 
TATGAAAGAA ACTCTGCCTC CAAAATACCT GCATTACGAT CCGGAAACTG GTCATCAGCT 
GCTGTGTGAT AAATGTGCTC CGGGTAC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ 10 NO: 72: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 81 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGXE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 



(si) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 72: 
CCGGAGCACA TTTATCACAC AGCAGCTGAT GACCAGTTTC CGGATCGTAA TGGAGGTATT 
TTGGAGGCAG AGTTTCTTTC A 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 73: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 71 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFOKtt: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEK0LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 73: 
GTTCTCCTCA TATGAAACAT CATCACCATC ACGATGATGA AACTCTGCCT CCAAAATACC 
TGCATTACGA T 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 74: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFOHM: Einzelstrang 
CD) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKBLS: cDNA 



(xi> S EQUENZ BES CHREIBUNG : SEQ ID NO: 74: 
GTTCTCCTCA TATGAAAGAA ACTCTGCCTC CAAAATACCT GCA 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 75: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE t 76 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART EES MOLEKtJLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 75: 
TACGCACTGG ATCCTTAATG ATGGTGATGG TGATGATGTA AGCAGCTTAT TTTCACGGAT 
TGAACCTGAT TCCCTA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 76: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 47 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsfture 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKQLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 76: 
GTTCTCCTCA TATGAAATAC CTGCATTACG ATCCGGAAAC TGGTCAT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 77: 

( i) SEQTJENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtlLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 77: 
GTTCTCCTAT TAATGAAATA TCTTCATTAT GATGAAGAAA CTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 78: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 40 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKlJLS: cDNA 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 78: 
TACGCACTGG ATCCTTATAA GCAGCTTATT TTTACTGATT 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 79: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 



(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 79: 
GTTCTCCTCA TATGGAAACT CTGCCTCCAA AATACCTGCA 

(2) ANGAfiEN ZU SEQ ID NO: 80: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 



(ii) ART DES MOLEKDLS: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 80: 
TACGCACTGG ATCCTTATGT TGCATTTCCT TTCTGAATTA GCA 

(2) ANGABEN ZXT SEQ ID NO: 81: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 



(A) LANGE: 40 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(A) LANGE: 43 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsHure 

(C) STRANGFOBM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 



(ii) 



ART DES MOLEKBLS: cDNA 



(xi) 



SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 81: 



CCGGAAACAG ATAATGAG 



(2) 



ANGABEN ZU SEQ ID NO: 82: 



(i) 



SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang. 

(D) TOPOLOGIE t lin ar 
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(ii) ART DES MOLEKfiLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHRE IBUNG : SEQ ID MO: 82 * 
GATCCTCATT ATCTGTTT 

(2} ANGABEN ZU SEQ ID NO: 83: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 



(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 83: 
CCGGAAAGAG AGAAGCCACG GAAAAGTAAG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 84: 
( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 



(ii) AST DES MOLEKttLS: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 84: 
GATCCTTACT TTTGCGTGGC TTCTCTGTTT 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 85: 
( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 



(ii) ART DES MDLEK0LS: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 85: 
TATGTTAATG AG 



(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART : Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 




LANGE: 30 Basenpaare 
ART z Nukleinsaure 
STRANGFORM* Einzelstrang 
TOPOLOGIE: linear 



(A) LANGE: 12 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE; linear 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 86s 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 14 Basenpaare 

(B) ART : Nukleinsilure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfJLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 86 
GATCCTCATT AACA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 87 : 

(i) SEQUENZKENNZ E I CHEN : 

(A) LANGE: 21 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfJLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 87 
TATGTTCCGG AAACAGTTAA G 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 88: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 23 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKDLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 88 
GATCCTTAAC TGTTTCCGGA ACA 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 89: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nukle ins Sure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 89: 
TATGTTCCGG AAACAGTGAA TCAACTCAAA AATAAG 36 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 90: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEK0LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 90: 
GATCCTTATT TTTGAGTTGA TTCACTGTTT CCGGAACA 38 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 91: 



( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 100 Basenpaare 
40 (B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1 Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKBLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 91: 
CTAGCGACGA CGACGACAAA GAAACTCTGC CTCCAAAATA CCTGCATTAC GATCCGGAAA 60 
CTGGTCATCA GCTGCTGTGT GATAAATGTG CTCCGGGTAC 100 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 92: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 92 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM; Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 92: 
CCGGAGCACA TTTATCACAC AGCAGCTGAT GACCAGTTTC CGGATCGTAA TGCAGGTATT 
TTGGAGGCAG agtttctttg tcgtcgtcgt cg 



(2) ANGABEN 217 SEQ ID NO: 93: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKflLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 93: 
ACAAACACAA TCGATTTGAT ACTAGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 94: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 50 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 94: 
TTTGTTTTAA CTAATTAAAG GAGGAATAAA ATATGAGAGG ATCGCATCAC 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 95: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 50 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBONG : SEQ ID NO: 95: 

CATCACCATC acgaaacctt cccgccgaaa tacctgcact acgacgaaga 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 96s 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN s 

(A) LANGE: 49 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsSure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKffLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 96: 
AAGCTCCCAC CAGCTGCTGT GCGACAAATG CCCGCCGGGT ACCCAAACA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 97: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART s Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEKflLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NOs 97: 
TGTTTGGGTA CCCGGCGGGC ATTTGT 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 98: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 50 Basezipaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) T0P0L0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 98: 
CGCACAGCAG CTGGT6GGAG GTTTCTTCGT CGTAGTGCAG GTATTTCGGC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 99: 

( i ) S EQUENZ KENNZ E ICHEN : 

(A) LANGE: 49 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEEfiLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 99: 
GGGAAGGTTT CGTGATGGT6 ATGGTGATGC GATCCTCTGA TATTTTATT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 100: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE* 50 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 100: 
CCTCCTTTAA TTAGTTAAAA CAAATCTAGT ATCAAATCGA TTGTGTTTGT 



95 



DE 196 54 610 Al 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 101: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 59 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKilLS: cDNA 



(zi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 101: 
ACAAACACAA TCGATTTGAT ACTAGATTTG TTTTAACTAA TTAAAGGAGG AATAAAATG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 102: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 48 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEEfiLS: cDNA 



(zi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 102: 
CTAATTAAAG GAGGAATAAA ATGAAAGAAA CTTTTCCTCC AAAATATC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 103: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&NGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKBLS: cDNA 



(zi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 103: 
TGTTTGGGTA CCCGGCGGAC ATTTATCAGA C 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 104: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 59 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MDLEKOLS: cDNA 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 104: 
ACAAACACAA TCGATTTGAT ACTAGATTT6 TTTTAACTAA TTAAAGGAGG AATAAAATG 



(2) ANGABEN ZTJ SEQ ID NO: 105: 

( i ) SEQTJENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 54 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtlLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 105: 
CTAATTAAAG GAGGAATAAA ATGAAAAAAA AAGAAACTTT TCCTCCAAAA TATC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 106: 

( i) SEQTJENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG z SEQ ID NO: 106: 
TGTTTGGGTA CCCGGCGGAC ATTTATCACA C 



(2) ANGABEN ZTJ SEQ ID NO: 107: 

( i ) SEQTJENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 44 Basenpaare 

(B) ARTs Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEE&LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 107: 
CAGCCCGGGT AAAATGGAAA CGTTTCCTCC AAAATATCTT GATT 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 108: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 44 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES WOLEKtlLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 108: 
CGTTTCCATT TTACCCGGGC TGAGCGAGAG GCTCTTCTGC GTGT 



(2) ANGABEN ZTJ SEQ ID NO: 109: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 45 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsfture 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLBKBLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NOs 109: 
CGCTCAGCCC GGGTAAAATG GAAACGTTGC CTCCAAAATA CCTGC 



(2) ANGABEN ZTJ SEQ ID NO: 110: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 39 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEK&LS: cDNA 



(zi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 110: 
CCATTTTACC CGGGCTGAGC GAGAGGC TCT TCTGCGTGT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 111: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: cDNA 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 111: 
GAAAATAAGC TGCTTAGCTG CAGCTGAACC AAAATC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 112: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstxaag 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 112: 
CAGCTGGAGC TAAGCAGCTT ATTTTCACGG ATTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 113: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 36 Basenpaare 

(B) ART: NukleinsSUire 

(G) STRANGFORM: Einze 1st rang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 113: 
AAAAATAAGC TGCTTAGCTG CAGCTGAACC AAAATC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 114: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 35 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einsselstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtlLS: cDNA 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 114: 
CAGCTGGAGC TAAGCAGCTT ATTTTTACTG ATTGG 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 115: 

(1) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 102 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 115: 
CTAGAAGGAG GAATAACAXA TGGAAACTTT TGCTCCAAAA TATCTTCATT ATGATGAAGA 
AACTAGTCAT CAGCTGCTGT GTGATAAATG TCCGCCGGGT AC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 116: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LAKGEr 94 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQDENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 116: 
CCGGCGGACA TTTATCACAC AGGAGCTGAT GACTAGTTTC TTCATCATAA TGAAGATATT 
TTGGAGCAAA AGTTTCCATA TGTTATTCCT CCTT 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 117: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 62 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE* linear 

(ii) ART DES HOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 117: 
CTAGAAGGAG GAATAACAXA TGGAAACTTT TCCTGCTAAA TATCTTCATT ATGATGAAGA 
AA 
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(2) ANGABEN ZTJ SEQ ID NO: 118: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 62 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNGs SEQ ID NO: 118: 

CTAGTTTCTT catcataatg aagatattta gcaggaaaag tttccaiatg ttattcctcc 

TT 

(2) ANGABEN ZTJ SEQ ID NO: 119: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 51 Amino sauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNGs SEQ ID NO: 119: 

Tyr His Tyr Tyr Asp Gin Asn Gly Arg Met Cys Glu Glu Cys His Met 
15 10 15 

Cys Gin Pro Gly His Phe Leu Val Lys His Cys Lys Gin Pro Lys Arg 
20 25 30 

Asp Thr Val Cys His Lys Pro Cys Glu Pro Gly Val Thr Tyr Thr Asp 
35 40 45 

Asp Trp His 
50 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 120s 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2432 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKDLS: cDNA 

(iX) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHtJSSEL: CDS 

(B) LAGE: 124. .1326 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 120: 

ATCAAAGGCA 6GGCATACTT CCTGTTGCCC AGACCTTATA TAAAACGTCA TGTTCGCCTG 60 

GGCAGCAGAG AAGCACC TAG GACTGGCCGA GCGGCTGCCG CCTGAGGTTT CGAGAGGAGC 120 

ACA ATG AAC AAG TGG CTG TGC TGT GCA CTC CTG GTG TTC TTG GAC ATC 168 
Met Asn Lys Trp Leu Cys Cys Ala Leu Leu Val Phe Leu Asp He 
1 5 10 15 

ATT GAA TGG ACA ACC CAG GAA ACC TTT CCT CCA AAA TAC TTG CAT TAT 216 
He Glu Trp Thr Thr Gin Glu Thr Phe Pro Pro Lys Tyr Leu His Tyr 
20 25 30 

GAC CCA GAA ACC GGA CGT CAG CTC TTG TGT GAC AAA TGT GCT CCT GGC 264 
Asp Pro Glu Thr Gly Arg Gin Leu Leu Cys Asp Lys Cys Ala Pro Gly 
35 40 45 



ACC TAC CTA AAA CAG CAC TGC ACA GTC AGG AGG AAG ACA CTG TGT GTC 312 
Thr Tyr Leu Lys Gin His Cys Thr Val Arg Arg Lys Thr Leu Cys Val 
20 50 55 60 

CCT TGC CCT GAC TAC TCT TAT ACA GAC AGC TGG CAC ACC ACT GAT GAA 360 
Pro Cys Pro Asp Tyr Ser Tyr Thr Asp Ser Trp His Thr Ser Asp Glu 
65 70 75 

25 TGC GTG TAC TGC AGC CCC GTG TGC AAG GAA CTG CAG ACC GTG AAA CAG 408 
Cys Val Tyr Cys Ser Pro Val Cys Lys Glu Leu Gin Thr Val Lys Gin 
80 85 90 95 

GAG TGC AAC CGC ACC CAC AAC CGA GTG TGC GAA TGT GAG GAA GGG CGC 456 
30 Glu Cys Asn Arg Thr His Asn Arg Val Cys Glu Cys Glu Glu Gly Arg 

100 10S 110 

TAC CTG GAG CTC GAA TTC TGC TTG AAG CAC CGG AGC TGT CCC CCA GGC 504 
Tyr Leu Glu Leu Glu Phe Cys Leu Lys His Arg Ser Cys Pro Pro Gly 
35 H5 120 125 

TTG GGT GTG CTG CAG GCT GGG ACC CCA GAG CGA AAC ACG GTT TGC AAA 552 
Leu Gly Val Leu Gin Ala Gly Thr Pro Glu Arg Asn Thr Val Cys Lys 
130 135 140 

AGA TGT CCG GAT GGG TTC TTC TCA GGT GAG ACG TCA TCG AAA GCA CCC 600 
Arg Cys Pro Asp Gly Phe Phe Ser Gly Glu Thr Ser Ser Lys Ala Pro 
145 150 155 

TGT AGG AAA CAC ACC AAC TGC AGC TCA CTT GGC CTC CTG CTA ATT CAG 648 
45 Cys Arg Lys His Thr Asn Cys Ser Ser Leu Gly Leu Leu Leu lie Gin 
160 165 170 175 



AAA GGA AAT GCA ACA GAT GAC AAT GTA TGT TCC GGA AAC AGA GAA GCA 696 
Lys Gly Asn Ala Thr His Asp Asn Val Cys Ser Gly Asn Arg Glu Ala 
180 185 190 

ACT CAA AAT TGT GGA ATA GAT GTC ACC CTG TGC GAA GAG GCA TTC TTC 744 
Thr Gin Asn Cys Gly He Asp Val Thr Leu Cys Glu Glu Ala Phe Phe 
195 200 205 

55 AGG TTT GCT GTG CCT ACC AAG ATT ATA CCG AAT TGG CTG AGT GTT CTG 792 
Arg Phe Ala Val Pro Thr Lys He He Pro Asn Trp Leu Ser Val Leu 
210 215 220 



GTG GAC AGT TTG CCT GGG ACC AAA GTG AAT GCA GAG AGT GTA GAG AGG 840 
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Val Asp Ser Leu Pr Gly Thr Lys Val Asn Ala Glu Ser Val Glu Arg 
225 230 235 

ATA AAA CGG AGA CAC AGC TCG CAA GAG CAA ACT TTC CAG CTA CTT AAG 888 
lie Lys Arg Arg His Ser Ser Gin Glu Gin Thr Phe Gin Leu Leu Lys 
240 245 250 255 

CTG TGG AAG CAT CAA AAC AGA GAC CAG GAA ATG GTG AAG AAG ATC ATC 936 
Leu Trp Lys His Gin Asn Arg Asp Gin Glu Met Val Lys Lys lie lie 
260 265 270 

CAA GAC ATT GAC CTC TGT GAA AGC AGT GTG CAA CGG CAT ATC GGC CAC 984 
Gin Asp lie Asp Leu Cys Glu Ser Ser Val Gin Arg His lie Gly His 
275 280 285 

GCG AAC CTC ACC AGA GAG CAG CTC CGC ATC TTG ATG GAG AGC TTG CCT 1032 
Ala "Asn Leu Thr Thr Glu Gin Leu Arg lie Leu Met Glu Ser Leu Pro 
290 295 300 

GGG AAG AAG ATC AGC CCA GAC GAG ATT GAG AGA ACG AGA AAG ACC TGC 1080 
Gly Lys Lys lie Ser Pro Asp Glu lie Glu Arg Thr Arg Lys Thr Cys 
305 310 315 

AAA CCC AGC GAG CAG CTC CTG AAG CTA CTG AGC TTG TGG AGG ATC AAA 1128 
Lys Pro Ser Glu Gin Leu* Leu Lys Leu Leu Ser Leu Trp Arg lie Lys 
320 325 330 335 

AAT GGA GAC CAA GAC ACC TTG AAG GGC CTG ATG TAC GCA CTC AAG CAC 1176 
Asn Gly Asp Gin Asp Thr Leu Lys Gly Leu Met Tyr Ala Leu Lys His 
340 345 350 

TTG AAA GCA TAC CAC TTT CCC AAA ACC GTC ACC CAC AGT CTG AGG AAG 1224 
Leu Lys Ala Tyr His Phe Pro Lys Thr Val Thr His Ser Leu Arg Lys 
355 360 365 

ACC ATC AGG TTC TTG CAC AGC TTC ACC ATG TAC CGA TTG TAT CAG AAA 1272 
Thr lie Arg Phe Leu His Ser Phe Thr Met Tyr Arg Leu Tyr Gin Lys 
370 375 380 

CTC TTT CTA GAA ATG ATA GGG AAT CAG GTT CAA TCA GTG AAG ATA AGC 1320 
Leu Phe Leu Glu Met lie Gly Asn Gin Val Gin Ser Val Lys lie Ser 
385 390 395 

TGC TTA TAGTTAGGAA TGGTCACTGG GCTGTTTCTT CAGGATGGGC CAACACTGAT 1376 
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GGAGCAGATG 


GCTGCTTCTC 


CGGCTCTTGA AATGGCAGTT 


GATTCCTTTC 


TCATCAGTTG 


1436 


45 


GTGGGAATGA 


AGATCCTCCA 


GCCCAACACA CACACTGGGG 


AGTCTGAGTC 


AGGAGAGTGA 


1496 




GGCAGGCTAT 


TTGATAATTG 


TGCAAAGCTG CCAGGTGTAC 


ACCTAGAAAG 


TCAAGCACCC 


1556 


50 


TGAGAAAGAG 


GATATTTTTA 


TAACCTCAAA CATAGGCCCT 


TTCCTTCCTC 


TCCTTATGGA 


1616 


TGAGTACTCA 


GAAGGCTTCT 


ACTATCTTCT GTGTCATCCC 


TAGATGAAGG 


CCTCTTTTAT 


1676 




TTATTTTTTT 


ATTCTTTTTT 


TCGGAGCTGG GGACCGAACC 


CAGGGCCTTG 


CGCTTGCGAG 


1736 


55 


GGAAGTGCTC 


TACCACTGAG 


CTAAATCTCC AACCCCTGAA 


GGCCTCTTTC 


TTTCTGCCTC 


1796 




TGATAGTCTA 


TGACATTCTT 


TTTTCTACAA TTCGTATCAG 


6TGCACGAGC 


CTTATCCCAT 


1856 




TTGTAGGTTT 


CTAGGCAAGT 


TGACCGTTAG CTATTTTTCC 


CTCTGAAGAT 


TTGATTCGAG 


1916 


60 



65 



103. 



10 



15 



20 



DE 196 54 610 Al 

i 

TTGCAGACTT GGCTAGACAA GCAGGGGTAG GTTATGGTAG TTTATTTAAC AGACTGCCAC 1976 

CAGGAGTCCA GTGTTTCTTG TTCCTCTGTA GTTGTACCTA AGCTGACTCC AAGTACATTT 2036 

AGTATGAAAA ATAATCAACA AATTTTATTC CTTCTATCAA CATTGGCTAG CTTTGTTTCA 2096 

GGGCACTAAA AGAAACTACT ATATGGAGAA AGAATTGATA TTGCCCCCAA CGTTCAACAA 2156 

CCCAAXAGTT TATCCAGCTG TCATGCCTGG TTCAGTGTCT ACTGACTATG CGCCCTCTTA 2216 

TTACTGCATG CAGTAATTCA ACTGGAAATA GTAATAATAA TAATACAAAT AAAATCTAGA 2276 

CTCCATTGGA TCTCTCTGAA TATGGGAATA TCTAACTTAA GAAGCTTTGA GATTTCAGTT 2336 

GTGTTAAAGG CTTTTATXAA AAAGCTGATG CTCTTCTGTA AAAGTTACTA AXATATCTGT 2396 

AAGACTATTA CAGTATTGCT ATTTATATCC ATCCAG 2432 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 121: 

(i) SEQUEN2KENN2EICHENj 

(A) LANGE: 401 Aminosauren 

(B) ART: Amino s&ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES MOLEKOLS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 121: 

Met Asn Lys Trp Leu Cys Cys Ala Leu Leu Val Phe Leu Asp lie lie 
1 5 10 15 

Glu Trp Thr Thr Gin Glu Thx Phe Pro Pro Lys Tyr Leu His Tyr Asp 
20 25 30 

Pro Glu Thr Gly Arg Gin Leu Leu Cys Asp Lys Cys Ala Pro Gly Thr 
35 40 45 

Tyr Leu Lys Gin His Cys Thr Val Arg Arg Lys Thr Leu Cys Val Pro 
50 55 60 

Cys Pro Asp Tyr Ser Tyr Thr Asp Ser Trp His Thr Ser Asp Glu Cys 
65 70 75 80 

45 Val Tyr Cys Ser Pro Val Cys Lys Glu Leu Gin Thr Val Lys Gin Glu 

85 90 95 

Cys Asn Arg Thr His Asn Arg Val Cys Glu Cys Glu Glu Gly Arg Tyr 
100 105 110 
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Leu Glu Leu Glu Phe Cys Leu Lys His Arg Ser Cys Pro Pro Gly Leu 
115 120 125 

Gly Val Leu Gin Ala Gly Thr Pro Glu Arg Asn Thr Val Cys Lys Arg 
130 135 140 

Cys Pro Asp Gly Phe Phe Ser Gly Glu Thr Ser Ser Lys Ala Pro Cys 
145 150 155 160 
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Arg Lys His Thr Asn Cys Ser Ser Leu Gly Leu Leu Leu lie Gin Lys 
165 170 175 

Gly Asn Ala Thr His Asp Asn Val Cys Ser Gly Asn Arg Glu Ala Thr 
180 185 190 

Gin Asn Cys Gly lie Asp Val Thr Leu Cys Glu Glu Ala Phe Phe Arg 
195 200 20S 

Phe Ala Val Pro Thr Lys lie lie Pro Asn Trp Leu Ser Val Leu Val 
210 215 220 

Asp Ser Leu Pro Gly Thr Lys Val Asn Ala Glu Ser Val Glu Arg lie 
225 230 235 240 

Lys Arg Arg His Ser Ser Gin Glu Gin Thr Phe Gin Leu Leu Lys Leu 
245 250 255 

Trp Lys His Gin Asn Arg Asp Gin Glu Met Val Lys Lys lie lie Gin 
260 265 270 

Asp lie Asp Leu Cys Glu Ser Ser Val Gin Arg His lie Gly His Ala 
275 280 285 

Asn Leu Thr Thr Glu Gin Leu Arg lie Leu Met Glu Ser Leu Pro Gly 
290 295 300 

Lys Lys lie Ser Pro Asp Glu lie Glu Arg Thr Arg Lys Thr Cys Lys 
305 310 315 320 

Pro Ser Glu Gin Leu Leu Lys Leu Leu Ser Leu Trp Arg lie Lys* Asn 

325 330 335 *> 

Gly Asp Gin Asp Thr Leu Lys Gly Leu Met Tyr Ala Leu Lys His Leu 
340 345 350 

Lys Ala Tyr His Phe Pro Lys Thr Val Thr His Ser Leu Arg Lys Thr 35 
355 360 365 

lie Arg Phe Leu His Ser Phe Thr Met Tyr Arg Leu Tyr Gin Lys Leu 
370 375 380 



Phe Leu Glu Met lie Gly Asn Gin Val Gin Ser Val Lys He Ser Cys 
385 390 395 400 

Leu 



(ii) ART DBS MDLEKtJLS: cJDHA 



(iX) MEKXMAL: 

(A) HAME/SCfitTSSEL: CDS 

(B) LAGE: 90.. 1292 



10 



15 



20 



25 



40 



45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 122: 

(i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LAKGE: 1324 Basenpaare 

(B) AST: Nukleins&ure 50 

(C) STRANGFOBM: Einzelstrang 

(D) T0P0L0GIE: linear 
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60 



65 



105 

BNSDOCID: <DE_1 965461 0A1J_> 



DE 196 54 610 Al 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 122: 

CCTTATATAA ACGTCATGAT TGCCTGGGCT 6CAGAGACGC ACCTAGCACT GACCCAGCGG 

CTGCCTCCTG AGGTTTCCCG AGGACCACA ATG AAC AAG TGG CTG TGC TGC GCA 

Met Asn Lys Trp Leu Cys Cys Ala 

CTC CTG GTG CTC CTG GAC ATC ATT GAA TGG ACA ACC CAG GAA ACC CTT 
Leu Leu Val Leu Leu Asp lie He Glu Trp Thr Thr Gin Glu Thr Leu 
10 15 20 

CCT CCA AAG TAC TTG CAT TAT GAC CCA GAA ACT GGT CAT CAG CTC CTG 
Pro Pro Lys Tyr Leu His Tyr Asp Pro Glu Thr Gly His Gin Leu Leu 
25 30 35 40 

TGT GAC AAA TGT GCT CCT GGC ACC TAC CTA AAA CAG CAC TGC ACA GTG 
Cys Asp Lys Cys Ala Pro Gly Thr Tyr Leu Lys Gin His Cys Thr Val 
45 50 55 

AGG AGG AAG ACA TTG TGT GTC CCT TGC CCT GAC CAC TCT TAT ACG GAC 
Arg Arg Lys Thr Leu Cys Val Pro Cys Pro Asp His Ser Tyr Thr Asp 
60 65 70 

AGC TGG CAC ACC AGT GAT GAG TGT GTG TAT TGC AGC CCA GTG TGC AAG 
Ser Trp His Thr Ser Asp Glu Cys Val Tyr Cys Ser Pro Val Cys Lys 
75 80 85 

GAA CTG CAG TCC GTG AAG CAG GAG TGC AAC CGC ACC CAC AAC CGA GTG 
Glu Leu Gin Ser Val Lys Gin Glu Cys Asn Arg Thr His Asn Arg Val 
90 95 100 

TGT GAG TGT GAG GAA GGG CGT TAC CTG GAG ATC GAA TTC TGC TTG AAG 
Cys Glu Cys Glu Glu Gly Arg Tyr Leu Glu He Glu Phe Cys Leu Lys 
105 110 115 120 

CAC CGG AGC TGT CCC CCG GGC TCC GGC GTG GTG GAA GCT GGA ACC CCA 
His Arg Ser Cys Pro Pro Gly Ser Gly Val Val Gin Ala Gly Thr Pro 
125 130 135 

GAG CGA AAC ACA GTT TGC AAA AAA TGT CCA GAT GGG TTC TTC TCA GGT 
Glu Arg Asn Thr Val Cys Lys Lys Cys Pro Asp Gly Phe Phe Ser Gly 
140 145 150 

GAG ACT TCA TCG AAA GCA CCC TGT ATA AAA CAC ACG AAC TGC AGC ACA 
Glu Thr Ser Ser Lys Ala Pro Cys He Lys His Thr Asn Cys Ser Thr 
155 160 165 

TTT GGC CTC CTG CTA ATT CAG AAA GGA AAT GCA ACA CAT GAC AAC GTG 
Phe Gly Leu Leu Leu He Gin Lys Gly Asn Ala Thr His Asp Asn Val 
170 175 180 

TGT TCC GGA AAC AGA GAA GCC ACG GAA AAG TGT GGA ATA GAT GTC ACC 
Cys Ser Gly Asn Arg Glu Ala Thr Gin Lys Cys Gly He Asp Val. Thr 
185 190 195 200 

CTG TGT GAA GAG GCC TTC TTC AGG TTT GCT GTT CCT ACC AAG ATT ATA 
Leu Cys Glu Glu Ala Phe Phe Arg Phe Ala Val Pro Thr Lys He He 
205 210 215 

CCA. AAT TGG CTG AGT GTT TTG GTG GAC AGT TTG CCT GGG ACC AAA GTG 
Pro Asn Trp Leu Ser Val Leu Val Asp Ser Leu Pro Gly Thr Lys Val 
220 225 230 
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AAT GCC GAG AGT GTA GAG AGG ATA AAA CGG AGA CAC AGC TCA CAA GAG 833 
Asn Ala Glu Ser Val Gla Arg lie Lys Arg Arg His Ser Ser Gin Glu 
235 240 245 

CAA ACC TTC GAG CTG CTG AAG CTG TGG AAA CAT CAA AAC AGA GAC CAG 881 
Gin Thr Phe Gin Leu Leu Lys Leu Trp Lys His Gin Asn Arg Asp Gin 
250 255 260 

GAA ATG GTG AAG AAG ATC ATC CAA GAC ATT GAC CTC TGT GAA AGC AGC 929 
Glu Met Val Lys Lys lie lie Gin Asp lie Asp Leu Cys Glu Ser Ser 
265 270 275 280 



10 



GTG CAG CGG CAT CTC GGC CAC TCG AAC CTC ACC ACA GAG CAG CTT CTT 977 
Val Gin Are His Leu Gly His Ser Asn Leu Thr Thr Glu Gin Leu Leu 
285 290 295 

15 

GCC TTG ATG GAG AGC CTG CCT GGG AAG AAG ATC AGC CCA GAA GAG ATT 1025 
Ala Leu Met Glu Ser Leu Pro Gly Lys Lys He Ser Pro Glu Glu lie 
300 305 310 

GAG AGA ACG AGA AAG ACC TGC AAA TCG AGC GAG CAG CTC CTG AAG CTA 1073 
Glu Are Thr Are Lys Thr Cys Lys Ser Ser Glu Gin Leu Leu Lys Leu 
315 320 325 

CTC AGT TTA TGG AGG ATC AAA AAT GGT GAC CAA GAC ACC TTG AAG GGC 1121 
Leu Ser Leu Trp Arg He Lys Asn Gly Asp Gin Asp Thr Leu Lys Gly 
330 335 340 

CTG ATG TAT GCC CTC AAG CAC TTG AAA ACA TCC CAC TTT CCC AAA ACT 1169 
Leu Met Tyr Ala Leu Lys His Leu Lys Thr Ser His Phe Pro Lys Thr 
345 350 355 360 

GTC ACC CAC AGT CTG AGG AAG ACC ATG AGG TTC CTG CAC AGC TTC ACA 1217 
Val Thr His Ser Leu Arg Lys Thr Met Arg Phe Leu His Ser Phe Thr 
365 370 375 

ATG TAG AGA CTG TAT CAG AAG CTC TTT TTA GAA ATG ATA GGG AAT CAG 1265 35 

Met Tyr Arg Leu Tyr Gin Lys Leu Phe Leu Glu Met He Gly Asn Gin 
380 385 390 



GTT CAA TCC GTG AAA ATA* AGC TGC TTA TAACTAGGAA TGGTCACTGG 1312 
Val Gin Ser Val Lys He Ser Cys Leu 
395 400 

GCTGTTTCTT CA 1324 
(2) ANGABEN ZTJ SEQ ID NO: 123s 



40 



45 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 401 Aminos Suren 

(B) ART: Amino siure 

(D) TOPOLOGIES linear 50 

(ii) ART DES MQLEKEJLS: Protein 



55 



€0 



65 
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<xi) SEQUEN2BESCHREIBDNG : SEQ IB NO: 123: 

Met Asn Lys Trp Leu Cys Cys Ala Leu Leu Val Leu Leu Asp He He 
IS 10 IS 

Glu Trp Thr Thr Gin Glu Thr Leu Pro Pro Lys Tyr Leu His Tyr Asp 
20 25 30 

Pro Glu Thr Gly His Gin Leu Leu Cys Asp Lys Cys Ala Pro Gly Thr 
35 40 45 

Tyr Leu Lys Gin His Cys Thr Val Arg Arg Lys Thr Leu Cys Val Pro 
50 55 60 

Cys Pro Asp His Ser Tyr Thr Asp Ser Trp His Thr Ser Asp Glu Cys 
65 70 75 80 

Val Tyr Cys Ser Pro Val Cys Lys Glu Leu Gin Ser Val Lys Gin Glu 
85 90 95 

Cys Asn Arg Thr His Asn Arg Val Cys Glu Cys Glu Glu Gly Arg Tyr 
100 105 110 

Leu Glu He Glu Phe Cys Leu Lys His Arg Ser Cys Pro Pro Gly Ser 
115 120 125 

Gly Val Val Gin Ala Gly Thr Pro Glu Arg Asn Thr Val Cys Lys Lys 
130 135 140 

Cys Pro Asp Gly Phe Phe Ser Gly Glu Thr Ser Ser Lys Ala Pro Cys 
145 150 155 160 

lie Lys His Thr Asn Cys Ser Thr Phe Gly Leu Leu Leu He Gin Lys 
165 170 175 

Gly Asn Ala Thr His Asp Asn Val Cys Ser Gly Asn Arg Glu Ala Thr 
180 185 190 

Gin Lys Cys Gly He Asp Val Thr Leu Cys Glu Glu Ala Phe Phe Arg 
195 200 205 

Phe Ala Val Pro Thr Lys He He Pro Asn Trp Leu Ser Val Leu Val 
210 215 220 

Asp Ser Leu Pro Gly Thr Lys Val Asn Ala Glu Ser Val Glu Arg lie 
225 230 235 240 

Lys Arg Arg His Ser Ser Gin Glu Gin Thr Phe Gin Leu Leu Lys Leu 
245 250 255 

Trp Lys His Gin Asn Arg Asp Gin Glu Met Val Lys Lys He He Gin 
260 265 270 

Asp He Asp Leu Cys Glu Ser Ser Val Gin Arg His Leu Gly His Ser 
275 280 285 

Asn Leu Thr Thr Glu Gin Leu Leu Ala Leu Met Glu Ser Leu Pro Gly 
290 295 300 

Lys Lys He Ser Pro Glu Glu He Glu Arg Thr Arg Lys Thr Cys Lys 
305 310 315 320 

Ser Ser Glu Gin Leu Leu Lys Leu Leu Ser Leu Trp Arg He Lys Asn 
325 330 335 
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Gly Asp Gin Asp Thr Leu Lys Gly Leu Ket Tyr Ala Leu Lys His Leu 
340 34S 350 

Lys Thr Ser His Phe Pro Lys Thr Val Thr His Ser Leu Arg Lys Thr 
355 360 365 

Met Arg Phe Leu His Ser Phe Thr Met Tyr Arg Leu Tyr Gin Lys Leu 
370 375 380 

Phe Leu Glu Met lie Gly Asn Gin Val Gin Ser Val Lys lie Ser Cys 
385 390 395 400 

Leu 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 124: 15 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANCE: 1355 Basenpaare 

(B) ART: Nukle ins Sure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 20 

(D) T0POL0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKtfLS: cDNA 

25 

(iX) MERXMAL: 

(A) NAME / SCHIJS SEL : CDS 

(B) LAGE: 94*. 1296 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 124: 

GTATATATAA CGTGATGAGC GTACGGGTGC GGAGACGCAC CGGAGCGCTC GCCCAGCCGC 60 

CGCTCCAAGC CCCTGAGGTT TCCGGGGACC ACA ATG AAC AAG TTG CTG TGC TGC 114 35 

Met Asn Lys Leu Leu Cys Cys 
1 5 

GCG CTC GTG TTT CTG GAC ATC TCC ATT AAG TGG ACC ACC GAG GAA ACG 162 
Ala Leu Val Phe Leu Asp lie Ser lie Lys Trp Thr Thr Gin Glu Thr ^ 
10 15 20 

TTT CCT CCA AAG TAC CTT CAT TAT GAC GAA GAA ACC TCT CAT CAG CTG 210 
Phe Pro Pro Lys Tyr Leu His Tyr Asp Glu Glu Thr Ser His Gin Leu 

25 30 35 ^ 

TTG TGT GAC AAA TGT CCT CCT GGT ACC TAC CTA AAA CAA CAC TGT ACA 258 
Leu Cys Asp Lys Cys Pro Pro Gly Thr Tyr Leu Lys Gin His Cys Thr 
40 45 50 55 

GCA AAG TGG AAG ACC GTG TGC GCC CCT TGC CCT GAC CAC TAC TAC ACA 306 50 

Ala Lys Trp Lys Thr Val Cys Ala Pro Cys Pro Asp His Tyr Tyr Thr 
60 65 70 

GAC AGC TGG CAC ACC AGT GAC GAG TGT CTA TAC TGC AGC CCC GTG TGC 354 
Asp Ser Trp His Thr Ser Asp Glu Cys Leu Tyr Cys Ser Pro Val Cys 55 
75 80 85 

AAG GAG CTG CAG TAC GTC AAG CAG GAG TGC AAT CGC ACC CAC AAC CGC 402 
Lys Glu- Leu Gin Tyr Val Lys Gin Glu Cys Asn, Arg Thr His Asn Arg 
90 95 100 



30 



65 



109 
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GTG TGC GAA TGC AAG GAA GGG CGC TAG CTT GAG ATA GAG TTC TGC TTG 450 
Val Cys Glu Cys Lys Glu Gly Arg Tyr Leu Glu He Glu Phe Cys Leu 
105 110 115 

AAA CAT AGG AGC TGC CCT CCT GGA TTT GGA GTG GTG CAA GCT GGA ACC 498 
Lys His Arg Ser Cys Pro Pro Gly Phe Gly Val Val Gin Ala Gly Thr 
120 125 130 135 

CCA GAG CGA AAT ACA GTT TGC AAA AGA TGT CCA GAT GGG TTC TTC TCA 546 
Pro Glu Arg Asa Thr Val Cys Lys Arg Cys Pro Asp Gly Phe Phe Ser 
140 145 J 150 

^ T £f G JCA TCT AAA GCA CCC TGT AGA AAA CAC ACA AAT TGC AGT 594 

Asn Glu Thr Ser Ser Lys Ala Pro Cys Arg Lys His Thr Asn Cys Ser 
155 160 165 

GTC TTT GGT CTC CTG CTA ACT CAG AAA GGA AAT GCA ACA CAC GAC AAC 642 
Val Phe Gly Leu Leu Leu Thr Gin Lys Gly Asn Ala Thr His Asp Asn 
170 175 180 

20 ATA TGT TCC GGA AAC AGT GAA TCA ACT CAA AAA TGT GGA ATA GAT GTT 690 
lie Cys Ser Gly Asn Ser Glu Ser Thr Gin Lys Cys Gly lie Asp Val 
185 190 195 

ACC CTG TGT GAG GAG GCA TTC TTC AGG TTT GCT GTT CCT ACA AAG TTT 738 
Thr Leu Cys Glu Glu Ala Phe Phe Arg Phe Ala Val Pro Thr Lys Phe 
25 200 205 210 215 

ACG CCT AAC TGG CTT AGT GTC TTG GTA GAC AAT TTG CCT GGC ACC AAA 786 
Thr Pro Asn Trp Leu Ser Val Leu Val Asp Asn Leu Pro Gly Thr Lys 
220 225 230 

CTA AAC GCA GAG AGT GTA GAG AGG ATA AAA CGG CAA CAC AGC TCA CAA 834 
Val Asn Ala Glu Ser Val Glu Arg lie Lys Arg Gin His Ser Ser Gin 
235 240 245 

35 GAA CAG ACT TTC CAG CTG CTG AAG TTA TGG AAA CAT CAA AAC AAA GCC 882 
Glu Gin Thr Phe Gin Leu Leu Lys Leu Trp Lys His Gin Asn Lys Ala 
250 255 260 

CAA GAT ATA GTC AAG AAG ATC ATC CAA GAT ATT GAC CTC TGT GAA AAC 930 
Gin Asp lie Val Lys Lys He He Gin Asp He Asp Leu Cys Glu Asn 
40 265 270 275 

AGC GTG CAG CGG CAC ATT GGA CAT GCT AAC CTC ACC TTC GAG CAG CTT 978 
Ser Val Gin Arg His lie Gly His Ala Asn Leu Thr Phe Glu Gin Leu 
280 285 290 295 



30 



45 



50 



60 



65 



CGT AGC TTG ATG GAA AGC TTA CCG GGA AAG GTG GGA GCA GAA GAC 1026 

Arg Ser Leu Met Glu Ser Leu Pro Gly Lys Lys Val Gly at* Glu Asp 
300 305 310 

ATT GAA AAA ACA ATA AAG GCA TGC AAA CCC AGT GAC CAG ATC CTG AAG 1074 
He Glu Lys Thr He Lys Ala Cys Lys Pro Ser Asp Gin He Leu Lys 
315 320 325 

CTG CTC AGT TTG TGG CGA ATA AAA AAT GGC GAC CAA GAC ACC TTG AAG 1122 
Leu Leu Ser Leu Trp Arg He Lys Asn Gly Asp Gin Asp Thr Leu Lys 
330 335 340 

GGC CTA ATG CAC GCA CTA AAG CAC TCA AAG ACG TAG CAC TTT CCC AAA 1170 
Gly Leu Met His Ala Leu Lys His Ser Lys Thr Tyr His Phe Pro Lys 

345 ., 350. 355 
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ACT GTC ACT GAG AGT CTA AAG AAG ACC ATC AGG TTC CTT CAC AGC TTC 
Thr Val Thr Gin Ser L u Lys Lys Thr lie Arg Phe Leu His Ser Phe 
360 365 370 375 

ACA ATG TAC AAA TTG TAT CAG AAG TTA TTT TTA GAA ATG ATA GGT AAC 
Thr Met Tyr Lys Leu Tyr Gin Lys Leu Phe Leu Glu Met lie Gly Asn 
380 385 390 

CAG GTC CAA TCA GTA AAA ATA AGC TGC TTA TAACTGGAAA TGGCCATTGA 
Gin Val Gin Ser Val Lys lie Ser Cys Leu 
395 400 

GCTGTTTCCT CACAATTGGC GAGATCCCAT GGATGATAA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 125: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 401 Aminosauren 

(B) ART: Aminos&ure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 125: 

Met Asn Lys Leu Leu Cys Cys Ala Leu Val Phe Leu Asp lie Ser lie 
15 10 15 

Lys Trp Thr Thr Gin Glu Thr Phe Pro Pro Lys Tyr Leu His Tyr Asp 
20 25 30 

Glu Glu Thr Ser His Gin Leu Leu Cys Asp Lys Cys Pro Pro Gly Thr 
35 40 45 

Tyr Leu Lys Gin His Cys Thr Ala Lys Trp Lys Thr Val Cys Ala Pro 
50 55 60 

Cys Pro Asp His Tyr Tyr Thr Asp Ser Trp His Thr Ser Asp Glu Cys 
65 70 75 80 

Leu Tyr Cys Ser Pro Val Cys Lys Glu Leu Gin Tyr Val Lys Gin Glu 
85 90 95 

Cys Asn Arg Thr His Asn Arg Val Cys Glu Cys Lys Glu Gly Arg Tyr 
100 105 110 

Leu Glu lie Glu Phe Cys Leu Lys His Arg Ser Cys Pro Pro Gly Phe 
115 120 125 

Gly Val Val Gin Ala Gly Thr Pro Glu Arg Asn Thr Val Cys Lys Arg 
130 135 140 

Cys Pro Asp Gly Phe Phe Ser Asn Glu Thr Ser Ser Lys Ala Pro Cys 
145 150 155 160 

Arg Lys His Thr Asn Cys Ser Val Phe Gly Leu Leu Leu Thr Gin Lys 
165 170 175 
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Gly Asn Ala Thr His Asp Asn lie Cys Ser Gly Asn Ser Clu Ser Thr 
180 185 190 

Gin Lys Cys Gly lie Asp Val Thr Leu Cys Glu Gla Ala Phe Phe Are 
195 200 205 

Phe Ala Val Pro Thr Lys Phe Thr Pro Asa Trp Leu Ser Val Leu Val 
210 215 220 

Asp Asn Leu Pro Gly Thr Lys Val Asn Ala Glu Ser Val Glu Are lie 
225 230 235 240 

Lys Arg Gin His Ser Ser Gin Glu Gin Thr Phe Gin Leu Leu Lys Leu 
245 250 255 

Trp Lys His Gin Asn Lys Ala Gin Asp lie Val Lys Lys lie He Gin 
260 265 270 

Asp lie Asp Leu Cys Glu Asn Ser Val Gin Arg His He Gly His Ala 
275 280 285 

Asn Leu Thr Phe Glu Gin Leu Arg Ser Leu Met Glu Ser Leu Pro Gly 
290 295 300 

Lys Lys Val Gly Ala Glu Asp lie Glu Lys Thr He Lys Ala Cys Lys 
305 310 315 320 

Pro Ser Asp Gin lie Leu Lys Leu Leu Ser Leu Trp Arg lie Lys Asn 
325 330 335 

Gly Asp Gin Asp Thr Leu Lys Gly Leu Met His Ala Leu Lys His Ser 
340 345 350 

Lys Thr Tyr His Phe Pro Lys Thr Val Thr Gin Ser Leu Lys Lys Thr 
355 360 365 

He Arg Phe Leu His Ser Phe Thr Met Tyr Lys Leu Tyr Gin Lys Leu 
370 375 380 

Phe Leu Glu Met He Gly Asn Gin Val Gin Ser Val Lys He Ser Cys 
385 390 395 400 

Leu 



(2) ANGABEff ZU SEQ ID NO: 126: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) L&KGE: 139 Aminos&uren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS; Protein 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ IS NO: 126: 

Cys Pro Gin Gly Lys Tyr He His Pro Gin Asn Asn Ser He Cys Cys 
15 10 15 

Thr Lys Cys His Lys Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro 
20 25 30 

Gly Gin Asp Thr Asp Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala 
35 40 45 

Ser Glu Asn His Leu Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys Cys Arg Lys 
SO 55 60 

Glu Met Gly Gin Val Glu lie Ser Ser Cys Thr Val Asp Arg Asp Thr 
65 70 75 80 

Val Cys Gly Cys Arg Lys Asn Gin Tyr Arg His Tyr Trp Ser Glu Asn 
85 90 95 

Leu Phe Gin Cys Phe Asn Cys Ser Leu Cys Leu Asn Gly Thr Val His 
100 105 110 

Leu Ser Cys Gin Glu Lys Gin Asn Thr Val Cys Thr Cys His Ala Gly 
115 120 _ 125 

Phe Phe Leu Arg Glu Asn Glu Cys Val Ser Cys 
130 135 

(2) ANGABEN ZJS SEQ ID NO: 127: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 48 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) AST DES MOLEKflLS: cDNA 



(xi} SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 127: 
CCGGCGGACA TTTATCACAC AGCAGCTGAT GAGAAGTTTC TTCATCCA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 128: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 219 Amino s&ur en 

(B) ART: Aminos&ure 

(C) STRANGFOSH: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKDLS: Protein 
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(xi) SEQUENZBESCHEE IBUNG * SEQ ID NOs 128: 

Met Leu Gly lie Trp Thr Leu Leu Pro Leu Val Leu Thr Ser Val Ala 
15 10 15 

Arg Leu Ser Ser Lys Ser Val Asn Ala Gin Val Thr Asp He Asn Ser 
20 25 30 

Lys Gly Leu Glu Leu Arg Lys Thr Val Thr Thr Val Glu Thr Gin Asn 

35 40 45 

Leu Glu Gly Leu His His Asp Gly Gin Phe Cys His Lys Pro Cys Pro 
50 55 60 

Pro Gly Glu Arg Lys Ala Arg Asp Cys Thr Val Asn Gly Asp Glu Pro 
15 65 70 75 80 

Asp Cys Val Pro Cys Gin Glu Gly Lys Glu Tyr Thr Asp Lys Ala His 
85 90 95 



10 



Phe Ser Ser Lys Cys Arg Arg Cys Arg Leu Cys Asp Glu Gly His Gly 
100 105 110 

Leu Glu Val Glu He Asn Cys Thr Arg Thr Gin Asn Thr Lys Cys Are 
115 120 125 

Cys Lys Pro Asn Phe Phe Cys Asn Ser Thr Val Cys Glu His Cys Asp 
130 135 140 

Pro Cys Thr Lys Cys Glu His Gly He He Lys Glu Cys Thr Leu Thr 
145 150 155 160 

Ser Asn Thr Lys Cys Lys Glu Glu Gly Ser Arg Ser Asn Leu Gly Trp 
165 170 175 

Leu Cys Leu Leu Leu Leu Pro He Pro Leu He Val Trp Val Lys Arg 
180 185 190 

Lys Glu Val Gin Lys Thr Cys Arg Lys His Arg Lys Glu Asn Gin Gly 
195 200 205 

Ser His Glu Ser Pro Thr Leu Asn Pro Glu Thr 
40 210 215 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 129s 

45 (i) SEQUEHZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 280 Amino sHuren 

(B) AM: Aminos&ure 

(C) STRANGFOBK: Einzelstrang 

(D) T0P0L0GIE: linear 



20 



25 



30 



35 



50 



(ii) ART DES MOLEKBLSs Protein 
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60 



65 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 129: 

Met Cly Leu Ser Thr Val Pro Asp Leu Leu Leu Pro Leu Val Leu Leu 
15 10 15 

Glu Leu Leu Val Gly lie Tyr Pro Ser Gly Val lie Gly Leu Val Pro 
20 25 30 

His Leu Gly Asp Arg Glu Lys Arg Asp Ser Val Cys Pro Gin Gly Lys 
35 40 45 

Tyr lie His Pro Gin Asn Asa Ser lie Cys Cys Thr Lys Cys His Lys 
50 55 60 

Gly Thr Tyr Leu Tyr Asn Asp Cys Pro Gly Pro Gly Gin Asp Thr Asp 
65 70 75 80 

Cys Arg Glu Cys Glu Ser Gly Ser Phe Thr Ala Ser Glu Asn His Leu 
85 90 95 

Arg His Cys Leu Ser Cys Ser Lys Cys Arg Lys Glu Met Gly Gin Val 
100 105 110 

Glu lie Ser Ser Cys Thr Val Asp Arg Asp Thr Val Cys Gly Cys Arg 
115 120 125 

Lys Asn Gin Tyr Arg His Tyr Trp Ser Glu Asn Leu Phe Gin Cys Phe 
130 135 140 

Asn Cys Ser Leu Cys Leu Asn Gly Thr Val His Leu Ser Cys Gin Glu 
145 150 155 160 

Lys Gin Asn Thr Val Cys Thr Cys His Ala Gly Phe Phe Leu Arg Glu 
165 170 175 

Asn Glu Cys Val Ser Cys Ser Asn Cys Lys Lys Ser Leu Glu Cys Thr 
180 185 190 

Lys Leu Cys Leu Pro Gin lie Glu Asn Val Lys Gly Thr Glu Asp Ser 
195 200 205 

Gly Thr Thr Val Leu Leu Pro Leu Val He Phe Phe Gly Leu Cys Leu 
210 215 220 

Leu Ser Leu Leu Phe lie Gly Leu Met Tyr Arg Tyr Gin Arg Trp Lys 
225 230 235 240 

Ser Lys Leu Tyr Ser He Val Cys Gly Lys Ser Thr Pro Glu Lys Glu 
245 250 255 

Gly Glu Leu Glu Gly Thr Thr Thr Lys Pro Leu Ala Pro Asn Pro Ser 
260 265 270 

Phe Ser Pro Thr Pro Gly Phe Thr 
275 280 



ANGABSN ZXJ SEQ ID HO: 130: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 207 AminosMuren 

(B) - ART: Aminos Sure 

(C) STRANGFOBM: Einz els t rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DBS MOLEKSLSs Prot in 



(xi) SEQUENZ BESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 130: 

Met Leu Arg Leu lie Ala Leu Leu Val Cys Val Val Tyr Val Tyr Gly 
15 10 15 

Asp Asp Val Pro Tyr Ser Ser Asa Gin Gly Lys Cys Gly Gly His Asp 
20 25 30 

Tyr Glu Lys Asp Gly Leu Cys Cys Ala Ser Cys His Pro Gly Phe Tyr 
35 40 45 

Ala Ser Arg Leu Cys Gly Pro Gly Ser Asn Thr Val Cys Ser Pro Cys 
50 55 60 

Glu Asp Gly Thr Phe Thr Ala Ser Thr Asn His Ala Pro Ala Cys Val 
65 70 75 80 

Ser Cys Arg Gly Pro Cys Thr Gly His Leu Ser Glu Ser Gin Pro Cys 
85 90 95 

Asp Arg Thr His Asp Arg Val Cys Asn Cys Ser Thr Gly Asn Tyr Cys 
100 105 110 

Leu Leu Lys Gly Gin Asn Gly Cys Arg He Cys Ala Pro Gin Thr Lys 
115 120 125 

Cys Pro Ala Gly Tyr Gly Val Ser Gly His Thr Arg Ala Gly Asp Thr 
130 135 140 

Leu Cys Glu Lys Cys Pro Pro His Thr Tyr Ser Asp Ser Leu Ser Pro 
145 150 155 160 

Thr Glu Arg Cys Gly Thr Ser Phe Asn Tyr He Ser Val Gly Phe Asn 
165 170 175 

Leu Tyr Pro Val Asn Glu Thr Ser Cys Thr Thr Thr Ala Gly His Asn 
180 185 190 

Glu Val He Lys Thr Lys Glu Phe Thr Val Thr Leu Asn Tyr Thr 
195 200 205 

ANGABEN ZTJ SEQ ID NO: 131: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 227 Amino saur en 

(B) ART: Amino sau re 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DE5 M0LEKDLS: Protein 
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Met Ala Fro Gly Ala Val His Leu Pro Gin Pro Val Ser Thr Arg Ser 
210 215 220 

Gin His Thr 
225 



(11) ART DES MOLEK&LS: Protein 



10 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 131: 

Met Ala Pro Val Ala Val Trp Ala Ala Leu Ala Val Gly. Leu Glu Leu 
1 5 10 15 

Trp Ala Ala Ala His Ala Leu Pro Ala Gin Val Ala Phe Thr Pro Tyr 
20 25 30 

Ala Pro Glu Pro Gly Ser Thr Cys Arg Leu Arg Glu Tyr Tyr Asp Gin 
35 40 45 

Thr Ala Gin Met Cys Cys Ser Lys Cys Ser Pro Gly Gin His Ala Lys 
50 55 60 

Val Phe Cys Thr Lys Thr Ser Asp Thr Val Cys Asp Ser Cys Glu Asp 

65 70 75 80 15 

Ser Thr Tyr Thr Gin Leu Trp Asn Trp Val Pro Glu Cys Leu Ser Cys 
85 90 95 

Gly Ser Arg Cys Ser Ser Asp Gin Val Glu Thr Gin Ala Cys Thr Arg 20 
100 105 110 

Glu Gin Asn Arg lie Cys Thr Cys Arg Pro Gly Trp Tyr Cys Ala Leu 
115 120 125 

25 

Ser Lys Gin Glu Gly Cys Arg Leu Cys Ala Pro Leu Arg Lys Cys Arg 
130 135 140 
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Pro Gly Phe Gly Val Ala Arg Pro Gly Thr Glu Thr Ser Asp Val Val 
145 150 155 160 

Cys Lys Pro Cys Ala Pro Gly Thr Phe Ser Asn Thr Thr Ser Ser Thr 
165 170 17S 

Asp lie Cys Arg Pro His Gin lie Cys Asn Val Val Ala lie Pro Gly 

180 185 190 35 

Asn Ala Ser Arg Asp Ala Val Cys Thr Ser Thr Ser Pro Thr Arg Ser 
195 200 205 



40 



45 



(2) ANGABEN ZTJ SEQ ID NOs 132: 

( i ) SEQUEN2KENNZEICHEN : 

(A) LAMGE: 197 Aminosauren 

(B) ART: Aminos Eur e 50 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 
CD) T0P0L0GIE: linear - 



55 



60 



65 



HZ 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBtJNG: SEQ ID NO: 132s 

Met Val Ser Leu Pr Arg Leu Cys Ala Leu Trp Gly Cys Leu Leu Thr 
15 10 15 

Ala Val His Leu Gly Gin Cys Val Thr Cys Ser Asp Lys Gin Tyr Leu 
20 25 30 

His Asp Gly Gin Cys Cys Asp Leu Cys Gin Pro Gly Ser Arg Leu Thr 
35 40 45 

Ser His Cys Thr Ala Leu Glu Lys Thr Gin Cys His Pro Cys Asp Ser 
50 55 60 

Gly Glu Phe Ser Ala Gin Trp Asn Arg Glu lie Arg Cys His Gin His 
65 70 75 80 

Arg His Cys Glu Pro Asn Gin Gly Leu Arg Val Lys Lys Glu Gly Thr 
85 90 95 

Ala Glu Ser Asp Thr Val Cys Thr Cys Lys Glu Gly Gin His Cys Thr 
100 105 110 

Ser Lys Asp Cys Glu Ala Cys Ala Gin His Thr Pro Cys lie Pro Gly 
115 120 125 

Phe Gly Val Met Glu Met Ala Thr Glu Thr Thr Asp Thr Val Cys His 
130 135 140 

Pro Cys Pro Val Gly Phe Phe Ser Asn Gin Ser Ser Leu Phe Glu Lys 
145 150 155 160 

Cys Tyr Pro Trp Thr Ser Cys Glu Asp Lys Asn Leu Glu Val Leu Gin 
165 170 17S 

Lys Gly Thr Ser Gin Thr Asn Val lie Cys Gly Leu Lys Ser Arg Met 
180 185 190 

Arg Ala Leu Leu Val 
195 



ANGABEN ZtJ SEQ ID NO: 133: 

( i ) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 208 Amino s&ur en 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGF0RM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(11) ART DES M0LEK0LS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID HO: 133: 

Met Asn Lys Trp Leu Cys Cys Ala Leu Leu Val Phe Leu Asp He He 
15 10 15 

Glu Trp Thr Thr Gin Glu Thr Phe Pro Pro Lys Tyr Leu His Tyr Asp 
20 25 30 
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Pr Glu Thr Gly Arg Gin Leu Leu Cys Asp Lys Cys Ala Fro Gly Thr 
35 40 45 

Tyr Leu Lys Gin His Cys Thr Val Arg Arg Lys Thr Leu Cys Val Pro 
50 55 60 

Cys Pro Asp Tyr Ser Tyr Thr Asp Ser Trp His Thr Ser Asp Glu Cys 
65 70 75 80 

Val Tyr Cys Ser Pro Val Cys Lys Glu Leu Gin Thr Val Lys Gin Glu 
85 90 95 

Cys Asn Arg Thr His Asn Arg Val Cys Glu Cys Glu Glu Gly Arg Tyr 
100 105 U0 

Leu Glu Leu Glu Phe Cys Leu Lys His Arg Ser Cys Pro Pro Gly Leu 
115 120 125 

Gly Val Leu Gin Ala Gly Thr Pro Glu Arg Asn Thr Val Cys Lys Arg 
130 135 140 

Cys Pro Asp Gly Phe Phe Ser Gly Glu Thr Ser Ser Lys Ala Pro Cys 
145 150 155 160 

Arg Lys His Thr Asn Cys Ser Ser Leu Gly Leu Leu Leu lie Gin Lys 
165 170 175 

Gly Asn Ala Thr His Asp Asn Val Cys Ser Gly Asn Arg Glu Ala Thr 
180 185 190 

Gin Asn Cys Gly He Asp Val Thr Leu Cys Glu Glu Ala Phe Phe Arg 

195 200 205 30 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: X34: 



10 



15 



20 



25 



35 



( i ) SEQUENZXENNZEICHEN t 

(A) LANGE: 224 Aminos&uren 

(B) ART: Amino s&ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

<D) TOPOLOGIES linear ^ 
(ii) ART DES M0LEKDLS: Protein 



45 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 134: 

Met Gly Ala Gly Ala Thr Gly Arg Ala Met Asp Gly Pro Arg Leu Leu 
1 5 10 15 

Leu Leu Leu Leu Leu Gly Val Ser Leu Gly Gly Ala Lys Glu Ala Cys 
20 25 30 

Pro Thr Gly Leu Tyr Thr His Ser Gly Glu Cys Cys Lys Ala Cys Asn 
35 40 45 

Leu Gly Glu Gly Val Ala Gin Pro Cys Gly Ala Asn Gin Thr Val Cys 
50 55 60 

Glu Pro Cys Leu Asp Ser Val Thr Phe Ser Asp Val Val Ser Ala Thr 

65 70 75 80 60 



50 



55 



65 
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Glu Pro Cys Lys Pro Cys Thr Glu Cys Val Gly Leu Gin Ser Met Ser 
85 90 95 

Ala Pro Cys Val Glu Ala Asp Asp Ala Val Cys Arg Cys Ala Tyr Gly 
100 105 110 

Tyr Tyr Gin Asp Glu Thr Thr Gly Arg Cys Glu Ala Cys Arg Val Cys 
115 120 125 

Glu Ala Gly Ser Gly Leu Val Phe Ser Cys Gin Asp Lys Gin Asn Thr 
130 135 140 

Val Cys Glu Glu Cys Pro Asp Gly Thr Tyr Ser Asp Glu Ala Asn His 
145 150 155 160 

Val Asp Pro Cys Leu Pro Cys Thr Val Cys Glu Asp Thr Glu Arg Gin 
165 170 175 

Leu Arg Glu Cys Thr Arg Trp Ala Asp Ala Glu Cys Glu Glu lie Pro 
180 185 190 

Gly Arg Trp lie Thr Arg Ser Thr Pro Pro Glu Gly Ser Asp Ser Thr 
195 200 205 

Ala Pro Ser Thr Gin Glu Pro Glu Ala Pro Pro Glu Gin Asp Leu lie 
210 215 220 



ANGABEN ZU SEQ ID NO: 135s 

(1) SEQUENZKENNZEICHENs 

(A) LANGE: 205 Amino s aur en 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKtJLSs Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG s SEQ ID NOs 135 s 

Met Tyr Val Trp Val Gin Gin Pro Thr Ala Phe Leu Leu Leu Gly Leu 
15 10 15 

Ser Leu Gly Val Thr Val Lys Leu Asn Cys Val Lys Asp Thr Tyr Pro 
20 25 30 

Ser Gly His Lys Cys Cys Arg Glu Cys Gin Pro Gly His Gly Met Val 
35 40 45 

Ser Arg Cys Asp His Thr Arg Asp Thr Val Cys His Pro Cys Glu Pro 
50 55 60 

Gly Phe Tyr Asn Glu Ala Val Asn Tyr Asp Thr Cys Lys Gin Cys Thr 
65 70 75 80 

Gin Cys Asn His Arg Ser Gly Ser Glu Leu Lys Gin Asn Cys Thr Pro 
85 90 95 

Thr Glu Asp Thr Val Cys Gin Cys Arg Pro Gly Thr Gin Pro Arg Gin 
100 105 110 
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Asp Ser Ser His Lys Leu Gly Val Asp Cys Val Pro Cys Pro Pro Gly 
US 120 125 

His Phe Ser Pro Gly Ser Asn Gin Ala Cys Lys Pro Trp Thr Asa Cys 
130 135 140 

Thr Leu Ser Gly Lys Gin lie Arg His Pro Ala Ser Asn Ser Leu Asp 
145 150 155 160 

Thr Val Cys Glu Asp Arg Ser Leu Leu Ala Thr Leu Leu Trp Glu Thr 
165 170 175 

Gin Arg Thr Thr Phe Arg Pro Thr Thr Val Pro Ser Thr Thr Val Trp 
180 185 190 

Pro Arg Thr Ser Gin Leu Pro Ser Thr Pro Thr Leu Val 
195 200 205 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 136: 



Gly Thr Gly Val Cys Arg Pro Trp Thr Asn Cys Ser Leu Asp Gly Arg 
130 135 140 

Ser Val Lea Lys Thr Gly Thr Thr Glu Lys Asp Val Val Cys Gly Pro 
145 150 155 160 



10 



15 



20 



(i) SEQUEtf ZRENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 191 Amino s^ur en 

(B) ART: Aminos&ure 

CO STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 25 

(ii) ART DES MOLEKaLS: Protein 



30 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 136: 

Met Gly Asn Asn Cys Tyr Asn Val Val Val lie Val Leu Leu Leu Val 
15 10 15 

Gly Cys Glu Lys Val Gly Ala Val Gin Asn Ser Cys Asp Asn Cys Gin 
20 25 30 

Pro Gly Thr Phe Cys Arg Lys Tyr Asn Pro Val Cys Lys Ser Cys Pro 
35 40 45 

Pro Ser Thr Phe Ser Ser lie Gly Gly Gin Pro Asn Cys Asn lie Cys 
50 55 60 

Arg Val Cys Ala Gly Tyr Phe Arg Phe Lys Lys Phe Cys Ser Ser Thr 

65 70 75 80 45 

His Asn Ala Glu Cys Glu Cys lie Glu Gly Phe His Cys Leu Gly Pro 
85 90 95 

Gin Cys Thr Arg Cys Glu Lys Asp Cys Arg Pro Gly Gin Glu Leu Thr 50 
100 105 110 

Lys Gin Gly Cys Lys Thr Cys Ser Leu Gly Thr Phe Asn Asp Gin Asn 
115 120 125 



35 



40 



55 



60 



65 
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Pro Val Val Ser Phe Ser Pro Ser Thr Thr lie Ser Val Thr Pr Glu 
165 170 17S 

Gly Gly Pro Gly Gly His Ser Leu Gin Val Leu Thr Leu Phe Leu 
180 185 190 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 137; 

( 1) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 54 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) T0P0L0GIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKflLS: cDHA 



(ri) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 137: 
TATGGATGAA GAAACTTCTC ATCAGCTGCT GTGTGATAAA TGTCCGCCGG GTAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 138: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 380 Aminosauren 

(B) ART: Aminos au re 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: Protein 



(ri) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 138: 

Glu Thr Leu Pro Pro Lys Tyr Leu His Tyr Asp Pro Glu Thr Gly His 
15 10 15 

Gin Leu Leu Cys Asp Lys Cys Ala Pro Gly Thr Tyr Leu Lys Gin His 
20 25 30 

Cys Thr Val Arg Arg Lys Thr Leu Cys Val Pro Cys Pro Asp His Ser 
35 40 45 

Tyr Thr Asp Ser Trp His Thr Ser Asp Glu Cys Val Tyr Cys Ser Pro 
50 55 60 

Val Cys Lys Glu Leu Gin Ser Val Lys Gin Glu Cys Asn Are Thr His 
65 70 75 80 

Asn Arg Val Cys Glu Cys Glu Glu Gly Arg Tyr Leu Glu lie Glu Phe 
85 90 95 

Cys Leu Lys His Arg Ser Cys Pro Pro Gly Ser Gly Val Val Gin. Ala 
100 105 110 

Gly The Pro, Glu Arg Asn Thr Val Cys Lys Lys Cys Pro Asp Gly Phe 
115 120 125 
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Phe Ser Gly Glu Thr S r Ser Lys Ala Pro Cys lie Lys His Thr Asn 
130 135 140 

Cys Ser Thr Phe Gly Leu Leu Leu lie Gin Lys Gly Asn Ala Thr His 
145 150 155 160 

Asp Asn Val Cys Ser Gly Asn Arg Glu Ala Thr Gin Lys Cys Gly lie 
165 170 175 

Asp Val Thr Leu Cys Glu Glu Ala Phe Phe Arg Phe Ala Val Pro Thr 
180 185 190 

Lys lie lie Pro Asn Trp Leu Ser Val Leu Val Asp Ser Leu Pro Gly 
195 200 205 

Thr Lys Val Asn Ala Glu Ser Val Glu Arg lie Lys Arg Arg His Ser 
210 215 220 

Ser Gin Glu Gin Thr Phe Gin Leu Leu Lys Leu Trp Lys His Gin Asn 
225 230 235 240 

Arg Asp Gin Glu Met Val Lys Lys lie lie Gin Asp lie Asp Leu Cys 
245 250 255 

Glu Ser Ser Val Gin Arg His Leu Gly His Ser Asn Leu Thr Thr Glu 
260 265 270 

Gin Leu Leu Ala Leu Met Glu Ser Leu Pro Gly Lys Lys lie Ser Pro 
275 280 285 

Glu Glu lie Glu Arg Thr Arg Lys Thr Cys Lys Ser Ser Glu Gin Leu 
290 295 300 

Leu Lys Leu Leu Ser Leu Trp Arg lie Lys Asn Gly Asp Gin Asp Thr 
305 310 315 320 

Leu Lys Gly Leu Met Tyr Ala Leu Lys His Leu Lys Thr Ser His Phe 35 
325 330 335 

Pro Lys Thr Val Thr His Ser Leu Arg Lys Thr Met Arg Phe Leu His 
340 345 350 



Ser Phe Thr Met Tyr Arg Leu Tyr Gin Lys Leu Phe Leu Glu Met lie 
355 360 365 

Gly Asn Gin Val Gin Ser Val Lys lie Ser Cys Leu 
370 375 380 



(ii) ART DBS MOLEKOLS: Protein 
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10 



15 



20 



30 



40 



45 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 139: 

( i ) SEQIJENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 380 Aminos&uren 50 

(B) ART: Aminos&ure 

(C) STRANGFOBM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



55 



60 



65 
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(xx) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 139s 

Glu Thr Phe Pr Pro Lys Tyr Leu His Tyr Asp Glu Glu Thr Ser His 
1 5 10 * 15 

Gin Leu Leu Cys Asp Lys Cys Pro Pro Gly Thr Tyr Leu Lys Gin His 
20 25 30 

Cys Thr Ala Lys Trp Lys Thr Val Cys Ala Pro Cys Pro Asp His Tyr 
35 AO 45 

Tyr Thr Asp Ser Trp His Thr Ser Asp Glu Cys Leu Tyr Cys Ser Pro 
50 55 60 

Val Cys Lys Glu Leu Gin Tyr Val Lys Gin Glu Cys Asn Are Thr His 
65 70 75 80 

Asn Arg Val Cys Glu Cys Lys Glu Gly Arg Tyr Leu Glu lie Glu Phe 
85 90 95 

Cys Leu Lys His Arg Ser Cys Pro Pro Gly Phe Gly Val Val Gin Ala 
100 105 lio 

Gly Thr Pro Glu Arg Asn Thr Val Cys Lys Arg Cys Pro Asp Gly Phe 
115 120 125 

Phe Ser Asn Glu Thr Ser Ser Lys Ala Pro Cys Arg Lys His Thr Asn 
130 135 140 

Cys Ser Val Phe Gly Leu Leu Leu Thr Gin Lys Gly Asn Ala Thr His 
145 150 155 160 

Asp Asn lie Cys Ser Gly Asn Ser Glu Ser Thr Gin Lys Cys Gly lie 
165 170 175 

Asp Val Thr Leu Cys Glu Glu Ala Phe Phe Arg Phe Ala Val Pro Thr 
180 185 190 

Lys Phe Thr Pro Asn Trp Leu Ser Val Leu Val Asp Asn Leu Pro Gly 
195 200 205 

Thr Lys Val Asn Ala Glu Ser Val Glu Arg lie Lys Arg Gin His Ser 
210 215 220 

Ser Gin Glu Gin Thr Phe Gin Leu Leu Lys Leu Trp Lys His Gin Asn 
225 230 235 240 

Lys Ala Gin Asp lie Val Lys Lys lie lie Gin Asp lie Asp Leu Cys 
245 250 255 

Glu Asn Ser Val Gin Arg His lie Gly His Ala Asn Leu Thr Phe Glu 
260 265 270 

Gin Leu Arg Ser Leu Met Glu Ser Leu Pro Gly Lys Lys Val Gly Ala 
275 280 285 

Glu Asp lie Glu Lys Thr lie Lys Ala Cys Lys Pro Ser Asp Gin lie 
290 295 300 

Leu Lys Leu Leu Ser Leu Trp Arg lie Lys Asn Gly Asp Gin Asp Thr 
305 310 315 320 

Leu Lys Gly Leu Met His Ala Leu Lys His Ser Lys Thr Tyr His Phe 
325 330 335 
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Pro Lys Thr Val Thr Gin Ser Leu Lys Lys Thr lie Arg Phe Leu His 
340 345 350 

Ser Phe Thr Met Tyr Lys Leu Tyr Gin Lys Leu Phe Leu Glu Met lie 

355 360 365 5 

Gly Asa Gin Val Gin Ser Val Lys lie Ser Cys Leu 
370 375 380 



10 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 140: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 15 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 



(ri) SEQDENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 140: 

25 

TGGACCACCC AGAAGTACCT TCATTATGAC 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 141: 

( i ) SEQUENZ KENNZE ICHEN : 30 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

35 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 



40 

(ri) SEQUENZ BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 141: 
GTCATAATGA AGGTACTTCT GGGTGGTCCA 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 142* 45 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang so 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MDLEKBLS: cDNA 

55 

(xx) SEQUENZ BESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 142s 
GGACCACCCA GCTTCATTAT GACGAAGAAA C 31 

60 



65 
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(2) ANGABEN ZU SEQ IB NO: 143s 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 31 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEBfiLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 143; 
GTTTCTTCGT CATAATGAAG CTGGGTGGTC C 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 144: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK»LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 144: 
GTGGACCACC GAGGACGAAG AAACCTCTC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 145: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKPLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 145: 
GAGAGGTTTC TTCGTCCTGG GTGGTCCAC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 146: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN* 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIES linear 

(ii) ART DES MOLEKOLSx cDNA 
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(Zi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 146: 
CGTTTCCTCC AAAGTTCCTT CATTATGAC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 147: 

(i) SEQUENZXENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 29 Basenpaare 

(5) ART: NukleinsHure 

(C) STRANGFOBM: Einzels trang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES M0LEK9LS* cDNA 



(zi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 147: 
GTCATAATGA AGGAACTTTG GAGGAAACG 



(2) ANGABEN ZU SEQ XD NO: 148: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 



(zi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 148: 
GGAAACGTTT CCTGGAAAGT AGCTTCATTA TG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 149: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 32 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFOBM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(zi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 149: 
CATAATGAAG GTACTTTGCA GGAAACGTTT CC 
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(2) ANGABEM ZU SEQ ID NO: 150: 

C i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANG FORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cONA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID MO: 150: 
CACGCAAAAG TCGGGAATAG ATGTCAC 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 151: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 27 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins£ure 

. (C) STRANGFORH: Einzelstrang 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 151: 
GTGACATCTA TTCCCGACTT TTGCGTG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 152: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORH : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 152: 
CACCCTGTCG GAAGAGGCCT TCTTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 153: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORH: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKfiLS: cDNA 



128 



DE 196 54 610 Al 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 153: 
GAAGAAGGCC TCTTCCGACA GGGTG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 154: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN s 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORMi Elnzelstrang 

(D) TOPOLOGIE; linear 

(ii) ART DES MOLEKiJLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 154: 
TGACCTCTCG GAAAGCAGCG TGGA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 155: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORH: Elnzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 155: 
TGCACGCTGC TTTCCGAGAG GTCA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 156: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFOBH: Elnzelstrang 

(D) XOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MDLEK0LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 156: 
CCTCGAAATC GAGCGAGCAG CTCC 



129 



DE 196 54 610 Al 



(Z) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 157: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 25 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DCS MOLEKOLS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG s SEQ ID NOs 157: 
CGATTTCGAG GTCTTTCTCG TTCTC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 158: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE; 33 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK&LS : cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 158: 
CCGTGAAAAT AAGCTCGTTA TAACTAGGAA TGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 159: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 33 Basenpaare 

(B) ART? Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE : linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 159: 
CCATTCCTAG TTATAACGAG CTTATTTTCA CGG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 160: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 
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(xx) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 160: 
CCTCTGAGCT CAAGCTTCCG AG6ACCACAA TGAACAAG 38 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 161: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 44 Basenpaare 

(B) ART: Nukleins&ure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



5 



10 



15 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 161: 
CCTCTCTCGA GTCAGGTGAC ATCTATTCGA CACTTTTGCG TGGC 44 20 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 162: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 25 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nukieinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : cDNA 30 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 162: 35 
CCTCTGAGCT CAAGCTTCCG AGGACCACAA TGAACAAG 38 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 163: 40 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 38 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 45 
(ii) ART DES MOLESULS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 163: 
CCTCTCTCGA GTCAAGGAAC AGCAAACCTG AAGAAGGC 38 



50 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 164: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DE5 MOLEKOLS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 164: 
CCTCTGAGCT CAAGCTTCCG AGGACCACAA TGAACAAG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 165: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einze 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK8LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 165: 
CCTCTCTCGA GTCACTCTGT GGTGAGGTTC GAGTGGCC 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 166: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ART: Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einxe 1st rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: cDNA 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 166: 
CCTCTGAGCT CAAGCTTCCG AGGACCACAA TGAACAAG 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 167: 

( i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 38 Basenpaare 

(B) ARTs Nukleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA , < 
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(xi) SEQUENZBESCHREXBUNG : SEQ ID NO: 167: 
CCTCTCTCGA GTCAGGATGT TTTCAAGTGC TTGAGGGC 38 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 168: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Amino sluren 

(B) ART: Amino sM.ure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKBLS: Protein 



(xi) SEQUENZBESCHREXBUNG : SEQ ID NO: 168: 

Met Lys His His His His His His His Ala Ser Val Asn Ala Leu Glu 
15 10 15 

Patentanspriiche 

1. Isolierte Nukleinsaure, die fur ein Polypeptid kodiert, welches mindestens eine der biologischen Akti vita- 
ten von OPG umfaBt, wobei die Nukleinsaure ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: 

a) den in den Fig. 2B-2C (SEQ ID NO: 120), 9A-9B (SEQ ID NO: 122), und 9C-9D (SEQ ID NO: 
124) dargestellten Nukleinsauren oder komplementaren Stringen derselben; 

b) Nukleinsauren, die unter stringenten Bedingungen mit den Polypeptid-kodierenden Regionen ge- 
maB DarsteUung in den Fig. 2B-2C (SEQ ID NO: 120), 9A-9B, (SEQ ID NO: 122), und 9C-9D (SEQ 
ID NO: 124) hybridisieren; 

c) Nukleinsauren, die unter stringenten Bedingungen mit den in Fig. 1A dargestellten Nukleotiden 148 
bis 373 einschiieBlich hybridisieren; und 

d) Nukleinsauren, die gegenOber den Nukleinsauren gemaB (a), (b) und (c) degeneriert sind. 

2. Nukleinsaure nach Anspruch 1, welche cDNA, genomische DNA, synthetische DNA oder RNA ist 

3. Polypeptid, kodiert von der Nukleinsaure gemlB Anspruch L 

4. Nukleinsaure nach Anspruch 1, welche eine oder mehrere fur die Expression in Escherichia coli bevorzug- 
te Kodons einschlieBt 

5. Nukleinsaure nach Anspruch 1 mit einem daran angehefteten nachweisbaren Marker. 

6. Nukleinsaure nach Anspruch l f umfassend die Porypeptid-kodierende Region der Fig. 2B— 2C (SEQ ID 
NO:120X9A-9B(SEQIDNO:122)oder9C-9D(SEQIDNO:124). 

7. Nukleinsaure nach Anspruch 6 mh der in Fig.9C— D dargestellten Sequenz (SEQ ID NO: 124) der 
Nukleotidel58bis 1297. 

8. Expressionsvektor, welcher die Nukleinsaure gemaB Anspruch 1 umfaBt 

9. Expressionsvektor nach Anspruch 8, bei dem die Nukleinsaure die Porypeptid-kodierende Region gemiB 
DarsteUung in Fig. 9C-9D (SEQ ID NO: 124) umfaBt 

1 Ol WirtszeUe, transformiert oder transfiziert mit dem Expressionsvektor gemaB Anspruch 8. 

1 1. Wirtszelle nach Anspruch 10, welche eine eukaryontische Zelle ist 

12. Wirtszelle nach Anspruch 1 1, welche ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus CHO-, COS-, 293-, 
3T3-, CV-1- und BHK-Zellen. 

13. Wirtszelle nach Anspruch 10, welche eine prokaryontische Zelle ist 

14. Wirtszelle nach Anspruch 13, welche Escherichia coli ist 

15. Transgener Sauger, welcher den Expressionsvektor gemaB Anspruch 8 umfaBt 

16. Transgener Sauger gemaB Anspruch 15, welcher ein Nager ist 

17. Transgener Sauger gemaB Anspruch 16, welcher eine Maus ist 

18. Verfahren zur Herstellung von OPG mit den foigenden Schritten: 

Kultrvieren von Wirtszellen, die mit der Nukleinsaure gemaB Anspruch 1 transformiert oder transfiziert 

sind, unter geeigneten NahrstofTbedingungen; und 

Isolieren des Porypeptidprodukts der Expression der Nukleinsauren. 

19. Gereinigtes und isoliertes Polypeptid, welches OPG umfaBt 
2a Polypeptid nach Anspruch 19, welches Sauger-OPG ist 

21. Polypeptid nach Anspruch 20, welches humanes OPG ist 

22. Polypeptid nach Anspruch 1 9, welches im wesentlichen frei von anderen humanen Protemen ist 

23. Polypeptid nach Anspruch 21 mh der Aminosauresequenz gemaB DarsteUung in d n Fig. 2B— 2C (SEQ 
ID NO: 1211 9A-9B (SEQ ID NO: 123) oder 9C-9D (SEQ ID NO: 125), oder ein Derivat desselben. 

24. Polypeptid nach Anspruch 23 mit der Aminosauresequenz gemaB Darsteflung in Fig. 9C-9D (SEQ ID 
NO: 125) von den Resten 22 bis 401 einschiieBlich. 
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25. Polypeptid nach Anspruch 23 mit der Aminosauresequenz gemaB Darstellung in Fig. 9C— 9D (SEQ ID 
NO:i25)vondenResten32bis401einschlieBUclL 

26. Polypeptid nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB es ein Produkt der Expression einer 
exogenen DNA-Sequenz ist 

27. Polypeptid nach Anspruch 26, wobei die DN A cDN A, genotnische DN A oder synthetische DNA ist 

28. Polypeptid nach Anspruch 19, welches mit einem wasserloslichen Polymer modifiziert worden ist 

29. Polypeptid nach Anspruch 28, wobei das wasserldsliche Polymer Polyethylenglykol ist 

30. Polypeptid, umf assencb 

eine Aminosauresequenz von mindestens etwa 164 Aminosauren, die 4 Cystein-reiche Dominen umfassen, 
welche fur die Cystein-reichen Doraanen von extrazellularen Regionen des Tumornekrosefaktor-Rezeptors 
charakteristisch sind; und 
eine die Knochendichte erhohende Aktivitat 

31. Polypeptid, umfassend die Aminosauresequenz gemaB Darstellung in den Fig. 2B— 2C (SEQ ID NO: 
121), 9A-9B (SEQ ID NO: 123) oder 9C-9D (SEQ ID NO: 125) mit einem Aminoterminus am Rest 22, und 
bei dem die Aminosauren 1 bis 216 vora Carboxyterminus deletiert sind. 

32. Polypeptid nach Anspruch 31, umfassend die Aminosauresequenz von den Resten 22—185, 22—189, 
22-194, oder 22-201 emschlieBUch. 

33. Polypeptid nach Anspruch 32, ferner umfassend eine Fc-Region von humanem IgGl, die sich vom 
Carboxyterminus erstreckt 

34. Polypeptid, umfassend die Aminosauresequenz gemaB Darstellung in den Fig. 2B— 2C (SEQ ID NO: 
121), 9A-9B (SEQ ID NO: 123) oder 9C-9D (SEQ ID NO: 125) mit einem Aminoterminus am Rest 22, bet 
dem die Aminosauren 1 bis 10 vom Aminoterminus und, fakultativ, die Aminosauren 1 bis 216 vom 
Carboxyterminus deletiert sind 

35. Polypeptid nach Anspruch 34, umfassend die Aminosauresequenz von den Resten 27—18% 27—189, 
27-194, 17-401, oder 32-401 emschlieBUch. 

36. Polypeptid nach Anspruch 35, ferner umfassend eine Fc-Region von humanem IgGl, die sich vom 
Carboxyterminus erstreckt 

37. Polypeptid, ausgewahk aus der Gruppe bestehend aus: 

huOPG[22-201]-Fc 

huOPG[22-401]-Fc 

huOPG[22-180>Fc 

huOPG met [22-401>Fc 

huOPG Fc-met[22-401] 

huOPGmet[22-185] 

huOPG met[22-189] 

huOPG met [22-194] 

huOPG met [27-185] 

huOPG met [27-189] 

huOPG met [27-194] 

huOPG met [32-401] 

huOPG met-lys [22-401] 

huOPG met [22-401] 

huOPG met [22-401>Fc (P25A) 

huOPG met [22-401] (P25A) 

huOPG met [22-401] (P26 A) 

huOPG met [22-401] (P26D) 

huOPG met [22-194] (P25A) 

huOPG met [22-194] (P26A) 

huOPG met met<Iys)3 [22-401] 

huOPG met met-arg-gty-ser-(his)6 [22-401} 

38. Nukleinsaure, die fOr das Polypeptid gemaB Anspruch 37 kodiert 

39. Antikdrper oder Fragment desselben, welcher spezifisch an OPG bindet 

40. Antikdrper nach Anspruch 39, welcher ein monoklonaler Antikdrper ist 

41. Verfahren zum Nachweis des Vorhandenseins von OPG in einer biologischen Probe mit den Schritten: 
Inkubieren der Probe mit dem Antikdrper gem&B Anspruch 39 unter Bedingungen, die dem Antikdrper das 
Binden an OPG erlauben; und 

Nachweisen des gebundenen Antikdrpers. 

42. Verfahren zur Ermitdung d$r Fahigkeit einer ausgewahlt^n Substanz zur Bindung an OPG mit den 
Schritten: 

Inkubieren von OPG mh der ausgewsmiten Substanz unter Bedingungen, die eine Bindung erlauben; und 
Messen der gebundenen Substanz. 

43. Verwendung einer fdr OPG kodierenden Nukleinsaure zur Regulation der OPG-Werte bei Siugera 

44. Verwendung nach Anspruch 43, bei der die Nukleinsaure einen Ansdeg der Gewebemengen an OPG 
fordert 

45. Verwendung nach Anspruch 44, bei der der S&uger ein Mensch ist. 

46. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine therapeutisch wirksame Menge von OPG in einem 
pharmazeutisch vertraglichen Trftger, Adjuvans, Lddichmacher, Stabifisator und/oder AnttoxidationsmitteL 
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47. Zusammensetzung nach Anspruch 46, bei der das OPG humanes OPG ist. 

48. Zusammensetzung nach Anspruch 47, bei der das OPG die Amin sauresequenz gemaB Darstellung in 
Fig. 9B aufweist 

49. Verwendung des Polypeptids gemaB Anspruch 19 zur Behacdlung einer Knochenstorung. 

50. Verwendung nach Anspruch 49, bei der das Polypeptid humanes OPG ist. 5 

51. Verwendung nach Anspruch 49, bei der die Knochenstdnmg ubermaBiger Knochenschwund ist 

52. Verwendung nach Anspruch 51, bei der die Knochenstdnmg ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend 
aus Osteoporose, Paget-Krankheit, Hyperkalzamie, Hyperparathyreoidismus, Steroid-induzierte Osteope- 
nia Knochenschwund aufgrund rheumatoider Arthritis, Knochenschwund aufgrund einer Osteomyelitis, 
osteolytische Metastase, und paradontalem Knochenschwund. 10 

53. Verwendung nach Anspruch 49 zusammen mit einer Substanz ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus 
den Knochen-morphogenen Proteinen BMP-1 bis BMP-12, Vertretern der TCF-P-Familie, IL-l-Inhibho- 
ren, TNFa-Inhibitoren, Parathormon und Analoga desselben, Parathormon-verwandtem Protein und Ana- 
loga desselben, Prostaglandine der E-Reihe, Bisphosphonaten, und Knochen-starkenden Mineralien. 

54. Osteoprotegerin-Muitimer, welches aus Osteoprotegerin-Monomeren bestehL is 

55. Multimer nach Anspruch 54, welches ein Dimer ist 

56. Multimer nach Anspruch 54, gebildet durch intermoiekulare Disulfidbindungen. 

57. Multimer nach Anspruch 54, gebildet durch Assoziation von Fc-Regionen, die von humanem IgGl 
abgeleitet sind. 

58. Multimer nach Anspruch 54, welches im wesenthchen frei ist von Osteoprotegerin-Monomeren und 20 
inaktiven Multimeren. 

59. Multimer nach Anspruch 54, bei dem die Monomere die Aminosauresequenz gemaB Darstellung in 
Fig. 9C— 9D (SEQ ID NO: 125) von den Resten 22—401, oder ein Derivat derselben umfassea 

60. Multimer nach Anspruch 54, bei dem die Monomere die Aminosauresequenz gemaB Darstellung in 
Fig. 9C— 9D (SEQ ID NO: 125) von den Resten 22 bis 194 umfassen. 25 
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FIG.2A 



SP 



FIG.2B 



10 30 50 

ATCAAAGGCA(X5GCATACTTCCTGTTGCCCAGACCTTATATAAAACGTCATGTTCGCCTG 

70 90 110 

GGCAGCAGAGAAGCACCTAGCACTGGCCCAGCGGCTGCCGCCTGAGGTTTCCAGAGGACC 

130 150 170 

ACAATGAACAAGTGGCTGTGCTGTGCACTCCTGGTGTTCTTGGACATCATTGAATGGACA 
MNKWr.CCAL L VFI.DI TEWT 
190 210 230 

ACCCAGGAAACCTTTCCTCCAAAATACTTGCATTATGACCCAGAAACCGGACGTCAGCTC 
TOE TFPPKYLHYDPETGRQL 

250 270 290 

TTGTGTGACAAATGTGCTCCTGGCACCTACCTAAAACAGCACTGCACAGTCAGGAGGAAG 
LCDKCAPGTYLKQHCTVRRK 

310 330 350 

ACACTGTGTGTCCCTTGCCCTGACTACTCTTATACAGACAGCTGGCACACGAGTGATGAA 
TLCV PCPDYSYTDSWHTSDE 

370 390 410 

TGCGTGTACTGCAGCCCCGTGTGCAAGGAACTGCAGACCGTGAAACAGGAGTGCAACCGC 
CVY CS PVCK ELQTVKQECHR 

430 450 470 

ACCCACAACCGAGTGTGCGAATGTGAGGAAGGGCGCTACCTGGAGCTCGAATTCTGCTTG 
THNRVCECEEGRYLELEFCL 

490 510 530 

AAGCACCGGAGCTGTCCCCCAGGCTTGGGTGTGCTGCAGGCTGGGACCCCAGAGCGAAAC 
KHRSCPPGLGVLQAGTPERN 

550 570 590 

ACGGTTTGCAAAAGATGTCCGGATGGGTTCTTCTCAGGTGAGACGTCATCGAAAGCACCC 
TVCKRCPDGFFSGETSSKAP 

610 630 650 

TGTAGGAAACACACCAACTGCAGCTCACTTGGCCTCCTGCTAATTCAGAAAGGAAATGCA 

CRKHTHCSSLGLLLIQKGHA 

670 690 710 

ACACATGACAATGTATGTTCCGGAAACAGAGAAGGAACTCAAAATTGTGGAATAGATGTC 

THDNVCSGNREATQNCGIDV 

730 750 770 

ACCCTGTGCGAAGAGGCATTCTTCAGGTTTGCTGTGCCTACCAAGATTATACCGAATTGG 
TLCEEAFFRFAVPTKIIPNW 

790 810 830 

CTGAGTGTTCTGGTGGACAGTTTGCCTGGGACCAAAGTGAATGCAGAGAGTGTAGAGAGG 

LSVLVDSLPGTKVNAESVER 

850 870 890 

ATAAAACGGAGACACAGCTCGCAAGAGCAAACTTTCCAGCTACTTAAGCTGTGGAAGCAT 
IKRRHSSQEQTFQLLKLWKH 

910 930' * 950 

CAAAACAGAGACCAGGAAATGGTGAAGAAGATCATCCAAGACATTGACCTCTGTGAAAGC 
QNRDQEMVKKIIQDIDLCES 

970 990 1010 

AGTGTGCAACGGCATATCGGCCACGCGAACCTCACCACAGAGCAGCTCCGCATCTTGATG 
SVQRHIGHAHLTTEQLRILM 
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FIG.2C 



1030 1050 1070 

GAGAGCTTGCCTGGGAAGAAGATCAGCCCAGACGAGATTGAGAGAACGAGAAAGACCTGC 
ESLPGKKISPDEIERTRKTC 

1090 1110 1130 

AAACCCAGCGAGCAGCTCCTGAAGCTACTGAGCTTGTGGAGGATCAAAAATGGAGACCAA 
KPSEQLLKLLSLWRIKNGDQ 

1150 1170 1190 

GACACCTTGAAGGGCCTGATGTACGCACTCAAGCACTTGAAAGCATACCACTTTCCCAAA 
DTLKGLMYALKHLKAYHFPK 

1210 1230 1250 

ACCGTCACCCACAGTCTGAGGAAGACCATCAGGTTCTTGCACAGCTTCACCATGTACCGA 
TVTHSLRKTIRFLHSFTMYR 

1270 1290 1310 

TTGTATCAGAAACTCTTTCTAGAAATGATAGGGAATCAGGTTCAATCAGTGAAGATAAGC 
LYQKLFLEMIGNQVQSVKIS 

1330 1350 1370 

TGCTTATAGTTAGGAATGGTCACTGGGCTGTTTCTTCAGGATGGGCCAACACTGATGGAG 
C L 

1390 1410 1430 

CAGATGGCTGCTTCTCCGGCTCTTGAAATGGCAGTTGATTCCTTTCTCATCAGTTGGTGG 

1450 1470 1490 

GAATGAAGATCCTCCAGCCCAACACACACACTGGGGAGTCTGAGTCAGGAGAGTGAGGCA 

1510 1530 1550 

GGCTATTTGATAATTGTGCAAAGCTGCCAGGTGTACACCTAGAAAGTCAAGCACCCTGAG 

1570 1590 1610 

AAAGAGGATATTTTTATAACCTCAAACATAGGCCCTTTCCTTCCTCTCCTTATGGATGAG 

1630 1650 1670 

TACTCAGAAGGCTTCTACTATCTTCTGTGTCATCCCTAGATGAAGGCCTCTTTTATTTAT 

1690 1710 1730 

TTTTTTATTCTTTTTTTCGGAGCTGGGGACCGAACCCAGGGCCTTGCGCTTGCGAGGCAA 

1750 1770 1790 

GTGCTCTACCACTGAGCTAAATCTCCAACCCCTGAAGGCCTCTTTCTTTCTGCCTCTGAT 

1810 1830 1850 

AGTCTATGACATTCTTTTTTCTACAATTCGTATCAGGTGCACGAGCCTTATCCCATTTGT 

1870 1890 1910 

AGGTTTCTAGGCAAGTTGACCGTTAGCTATTTTTCCCTCTGAAGATTTGATTCGAGTTGC 

1930 1950 1970 

AGACTTGGCTAGACAAGCAGGGGTAGGTTATGGTAGTTTATTTAACAGACTGCCACCAGG 

1990 2010 2030 

AGTCCAGTGTTTCTTGTTCCTCTGTAGTTGTACCTAAGCTGACTCCAAGTACATTTAGTA 

2050 2070 2090 

TGAAAAATAATCAACAAATTTTATTCCTTCTATCAACATTGGCTAGCTTTGTTTCAGGGC 

2110 2130 2150 

ACTAAAAGAAACTACTATATGGAGAAAGAATTGATATTGCCCCCAACGTTCAACAACCCA 

2170 2190 2210 

ATAGTTTATCCAGCTGTCATGCCTGGTTCAGTGTCTACTGACTATGCGCCCTCTTATTAC 

2230 2250 22-70-, 

TGCATGCAGTAATTCAACTGGAAATAGTAATAATAATAATAGAAATAAAATCTAGACTCC 

2290 2310 2330 

ATTGGATCTCTCTGAATATGGGAATATCTAACTTAAGAAGCTTTGAGATTTCAGTTGTGT 

2350 2370 2390 

TAAAGGCTTTTATTAAAAAGCTGATGCTCTTCTGTAAAAGTTACTAATATATCTGTAAGA 

2410 2430 
CTATTACAGTATTGCTATTTATATCCATCCAG 
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FIG.9A 



10 30 50 

CCTTATATAARACGTCATGATTGCCTGGGCTGCAGAGACGCACCTAGCACTGACCCAGCG 

70 90 110 

GCTGCCTCCTGAGGTTTCCCGAGGACCACAATGAACAAGTGGCTGTGCTGCGCACTCCTG 

MWKWT jCCAIiTj 

130 150 170 

GTGCTCCTGGACATCATTGAATGGACAACCCAGGAAACCCTTCCTCCAAAGTACTTGCAT 

V Li f-i D I T. E W 'P T O E TLPPKYLH 

190 210 230 

TATGACCCAGAAACTGGTCATCAGCTCCTGTGlXjACAAATGTGCTCCTGGCACCTACCTA 

Y DPETGHQLLCDKCAPGTYL 

250 270 290 

AAACAGCACTGCACAGTGAGGAGGAAGACATTGTGTGTCCCTTGCCCTGACCACTCTTAT 
KQHCTVRRKTLCVPCPDHSY 

310 330 350 

ACGGACAGCTGGCACACCAGTGATGAGTGTGTGTATTGCAGCCCAGTGTGCAAGGAACTG 
TDSWHTSDECVYCSPVC KEL 

370 390 410 

CAGTCCGTGAAGCAGGAGTGCAACCGCACCCACAACCGAGTGTGTGAGTGTGAGGAAGGG 
QSVKQECHRTHNRVCECEEG 

430 450 470 

CGTTACCTGGAGATCGAATTCTGCTTGAAGCACCGGAGCTGTCCCCCGGGCTCCGGCGTG 
RYLEIEFCLKHRSCPPGSGV 

490 510 530 

GTGCAAGCTGGAACCCCAGAGCGAAACACAGTTTGCAAAAAATGTCCAGATGGGTTCTTC 
VQAGTP ERNTVCKKCPDGFF 

550 570 590 

TCAGGTGAGACTTCATCGAAAGCACCCTGTATAAAACACACGAACTGCAGCACATTTGGC 
SGETSSKAPCIKHTJffCSTFG 

€10 630 650 

CTCCTGCTAATTCAGAAAGGAAATGCAACACATGACAACGTGTGTTCCGGAAACAGAGAA 
LLLIQKGHATHDNVCSGNRE 

670 690 710 

GCCACGCAAAAGTGTGGAATAGATGTCACCCTGTGTGAAGAGGCCTTCTTCAGGTTTGCT 
ATQKCG IDVTLCEEAFFRFA 

730 750 770 

GTTCCTACCAAGATTATACCAAATTGGCTGAGTGTTTTGGTGGACAGTTTGCCTGGGACC 
VPTKI I PNWLSVLVDSLPGT 
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FIG.9B 



790 810 830 

AAAGTGAATGCCGAGAGTGTAGAGAGGATAAAACGGAGACACAGCTCACAAGAGCAAACC 
KVNAESVERIKRRHSSQEQT 

850 870 890 

TTCCAGCTGCTGAAGCTGTGGAAACATCAAAACAGAGACCAGGAAATGGTGAAGAAGATC 
FQLLKLWKHQNRDQEMVKKI 

910 930 950 

ATCCAAGACATTGACCTCTGTGAAAGCAGCGTGCAGCGGCATCTCGGCCACTCGAACCTC 
IQDIDLCESSVQRHLGHSHL 

970 990 1010 

ACCACAGAGCAGCTTCTTGCCTTGATGGAGAGCCTGCCTGGGAAGAAGATCAGCCCAGAA 
TTEQLLALMESLPGKKISPE 

1030 1050 1070 

GAGATTGAGAGAACGAGAAAGACCTGCAAATCGAGCGAGCAGCTCCTGAAGCTACTCAGT 
EIERTRKTCKSSEQLLKLLS 

1090 1110 1130 

TTATGGAGGATCAAAAATGGTGACCAAGACACCTTGAAGGGCCTGATGTATGCCCTCAAG 
LWRIKNGDQDTLKGLMYALK 

1150 1170 1190 

CACTTGAAAACATCCCACTTTCCCAAAACTGTCACCCACAGTCTGAGGAAGACCATGAGG 
HLKTSHFPKTVTHSLRKTMR 

1210 1230 1250 

TTCCTGCACAGCTTCACAATGTACAGACTGTATCAGAAGCTCTTTTTAGAAATGATAGGG 
FLHSPTMYRLYQKLFLEMIG 

1270 1290 1310 

AATCAGGTTCAATCCGTGAAAATAAGCTGCTTATAACTAGGAATGGTCACTGGGCTGTTT 
NQVQSVKISCL 

CTTCA 
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FIG.9C 



10 30 50 

GTATATATAACGTGATGAGCGTACGGGTGCGGAGACGCACCGGAGCGCTCGCCCAGCCGC 

70 90 110 

CGYCTCCAAGCCCCTGAGGTTTCCGGGGACCACAATGAACAAGTTGCTGTGCTGCGCGCT 

M U K l l c c. a r. 

130 150 170 

CGTGT1TCTGGACATCTCCATTAAGTGGACCACCCAGGAAACGTTTCCTCCAAAGTACCT 

X E L D T I K W T T O R T F P P K Y L 

190 210 230 

TCATTATGACGAAGAAACCTCTCATCAGCTGTTGTGTGACAAATGTCCTCCTGGTACCTA 
HYDBETSHQLLCDKCPPGTY 
250 270 290 

CCTAAAACAACACTGTACAGCAAAGTGGAAGACCGTGTGCGCCCCTTGCCCTGACCACTA 
LKQHCTAKWKTVCAPCPDHY 
310 330 350 

CTACACAGACAGCTGGCACACCAGTGACGAGTGTCTATACTGCAGCCCCGTGTGCAAGGA 
YTDS WHTSDECLYCSPVCKE 
370 390 410 

GCTGCAGTACGTCAAGCAGGAGTGCAATCGCACCCACAACCGCGTGTGCGAATGCAAGGA 
LQYVKQECHRTHNRVCECKE 
430 450 470 

AGGGCGCTACCTTGAGATAGAGTTCTGCTTGAAACATAGGAGCTGCCCTCCTGGATTTGG 
GRYLEIEFCLKHRSCPPGFG 
490 510 530 

AGTGGTGCAAGCTGGAACCCCAGAGCGAAATACAGTTTGCAAAAGATGTCCAGATGGGTT 
VVQAGTPERNTVCKRC PDGF 
550 570 590 

CTTCTCAAATGAGACGTCATCTAAAGCACCCTGTAGAAAACACACAAATTGCAGTGTCTT 
FSHETSSKAPCRKHTHCSVF 
610 630 650 

TGGTCTCCTGCTAACTCAGAAAGGAAATGCAACACACGACAACATATGTTCCGGAAACAG 
GLLLTQKGHATHDNICSGNS 
670 690 710 

TGAATCAACTCAAAAATGTGGAATAGATGTTACCCTGTGTGAGGAGGCATTCTTCAGGTT 
ESTQKCGIDVTLCEEAFFRF 
730 750 770 

TGCTGTTCCTACAAAGTTTACGCCTAACT^CTTAGTGTCTTGGTAGACAATTTGCCTGG 
AVPTKFTPNWLSVLVDNLPG 
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FIG.9D 



790 810 830 

CACCAAAGTAAACGCAGAGAGTGTAGAGAGGATAAAACGGCAACACAGCTCACAAGAACA 
TKVNAESVERIKRQHSSQEQ 

850 870 890 

GACTTTCCAGCTGCTGAAGTTATGGAAACATCAAAACAAAGACCAAGATATAGTCAAGAA 
TFQLLKLWKHQNKDQDIVKK 

910 930 950 

GATCATCCAAGATATTGACCTCTGTGAAAACAGCGTGCAGCGGCACATTGGACATGCTAA 
IIQDIDLCENSVQRHIGHAH 
970 990 1010 ; 

CCTCACCTTCGAGCAGCTTCGTAGCTTGATGGAAAGCTTACCGGGAAAGAAAGTGGGAGC 
L TFEQLRSLMESLPGKKVGA 

1030 1050 1070 

AGAAGACATTGAAAAAACAATAAAGGCATGCAAACCCAGTGACCAGATCCTGAAGCTGCT 
EDIEKTIKACKPSDQILKLL 

1090 1110 1130 

CAGTTTGTGGCGAATAAAAAATGGCGACCAAGACACCTTGAAGGGCCTAATGCACGCACT 
SLWRIKNGDQDT-IiKOLMHAIf 

1150 1170 1190 

AAAGCACTCAAAGACGTACCACTTTCCCAAAACTGTCACTCAGAGTCTAAAGAAGACCAT 
KHSK TYHFPKTVTQSLKKTI 

1210 1230 1250 

CAGGTTCCTTCACAGCTTCACAATGTACAAATTGTATCAGAAGTTATTTTTAGAAATGAT 
RFLHSFTMYKLYQKLFLEMI 

1270 1290 1310 

AGGTAACCAGGTCCAATCAGTAAAAATAAGCTGCTTATAACTGGAAATGGCCATTGAGCT 

GNQVQSVKISCL 
1330 1350 
GTTTCCTCACAATTGGCGAGATCCCATGGATGATAA 
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